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Abstract
Shrimp farm effluents are one of the principal causes of eutrophication in coastal environments. Integrated processes of biore-
mediation involving the culturing of purifying organisms have been suggested, but very few studies have focused onmicroalgae.
For that purpose evaluated the growth potential of Amphora sp. in the residual waters of shrimp farm activity fulfilled on the
Paraíba State, Brazil. The experiments were performed using Conway medium as the control and wastewaters from shrimp farm
at 100% concentrations. Amphora sp. demonstrated good growth in the shrimp farm effluents under test conditions, although less
than that observed in the control medium. This diatom was found to removed 73.357 and 72.572% of PO4

− and NO3
−,

respectively, demonstrating a high mitigation potential for this type of effluent. Comparisons of the physiological responses
measured by flow cytometry demonstrated higher cell densities of Amphora sp. in the control medium, but a higher lipid content
was observed in Amphora cultured in shrimp farm effluents.
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Introduction

Global production of cultivated shrimps is approximately four
million tons/year, with China producing 42% of that total (1.7
million tons/year), followed by Thailand, Vietnam, Indonesia,
India, and Bangladesh. The main producing countries in Latin
America are Ecuador, Mexico, and Brazil, followed by
Columbia, Honduras, and Nicaragua; together, these countries

produce approximately 530 thousand tons/year (Valderrama
and Anderson 2011), 13.25% of the world production (Jory
2014). Brazil ranks sixth in world production, with most of its
tonnage (94%) being exported to France, Japan, and Spain
(MPA 2011).

Shrimp cultivation is carried out in many coastal states in
Brazil, especially in the northern and northeastern regions of
the country. The northeastern region is responsible for 94% of
the total national production, concentrated in the states of Rio
Grande do Norte and Bahia but including Ceará, Paraíba,
Pernambuco and Piauí (where these activities are in expan-
sion) (ABCC 2004).

Shrimp cultivation has traditionally been undertaken in es-
tuary zones due to availability of water resources for breeding
ponds, facility of discharging effluents, low land prices, and
appropriate environmental conditions for growth. The sup-
pression of mangrove vegetation and environmental damages
caused by cultivation have, however, generated serious prob-
lems in many parts of the world, including impacts on biodi-
versity caused by habitat loss, as well as collateral effects,
such as soil salinization and socio-environmental conflicts.
These effects, added to the dissemination of diseases among
cultivated shrimp, the reduction of soil fertility in the raising
ponds, the contamination of water resources and sediments,
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the salinization of the groundwater, and the introduction of
exotic species—as well as the removal and migration of tra-
ditional communities have contributed to the deterioration of
their quality of life and access to safe food resources
(Shanahan et al. 2003; Nóbrega et al. 2013).

In addition to physically degrading the mangrove area, the
effluents released from shrimp farm ponds after harvesting
contain high concentrations of nutrients and organic materials
in suspension (Hatje et al. 2016), together with many chemical
substances such as antibiotics, antimicrobial agents, and
growth hormones (Anh et al. 2010; Figueiredo et al. 2006)
as well as trace metals and mercury. All of these can have
serious negative effects on downstream ecosystems and
humans; some of these products are even associated with en-
docrine dysfunctions in humans (Primavera 2006). The pres-
ence of excess nutrients in wastewater provokes eutrophica-
tion and can provoke harmful algal blooms (Glibert and
Burford 2017) with often unforeseeable impacts on the envi-
ronment and for public health.

Attempts to minimize environmental impacts resulting
from shrimp farm activities have been an important consider-
ation in productive systems since the 1990s, and controlling
effluent releases and/or attempts to guarantee adequate levels
of environmental security for them have been the focus of
considerable research, including the use of macroalgae and
filtering animals such as oysters for the bioremediation and
treatment of effluent waters (Van Den Hende et al. 2016;
Banerjee et al. 2015; Guimarães 2008).

Bioremediation through the use of microalgae has been sug-
gested, but not widely adopted, largely because the excessive
growth of microalgae can provoke wide daily variations in dis-
solved oxygen and ammonia levels and pH, so that excessive
increases in the microalgae biomass can become problems in
themselves when not adequately managed (Burford et al. 2003).

Microalgae are widely known, however, in biotechnologi-
cal research due to their capacities to produce high quantities
of biomass in short periods of time, while also producing
innumerous products for food, fine chemicals, and pharma-
ceutical industries. The use of microalgae therefore appears to
present a potential bio-technological and economic alternative
for the bioremediation of shrimp farm effluents. We therefore
examined the effectiveness of using microalgae to mitigate the
environmental impacts caused by shrimp farm effluents
through laboratory experiments cultivating microalgae in such
wastewater.

Materials and methods

Collection and processing of shrimp farm effluents

The present research was undertaken using the bottom water
from a shrimp farm in the indigenous Amerindian village of

Tramataia, situated on the banks of the Mamanguape River
estuary on the northern coast of Paraíba State, Brazil. The
residual water was collected in plastic 60-L tanks on
December 17, 2014, during the post-harvesting phase. The
waters were transported to the Laboratory of Reef
Environments and Biotechnology with Microalgae at the
Federal University of Paraíba (LARBIM/UFPB) where they
were cleared by successive gross filters followed by filtration
(Whatman, GF/C fiber glass ∅ 47 mm), and then autoclaved
(PRISMATEC, model CS). Measurements were made of sa-
linity (using a portable refractometer—KASVI, model K52-
100), pH (laboratory bench pH meter—HANNA
INSTRUMENTS, model HI 2215), turbidity (HANNA
INSTRUMENTS, model HI93703C), electrical conductivity
( labora tory bench conduct iv i ty meter—HANNA
INSTRUMENTS, model HI 2300), and analyses of nitrate,
nitrite, and phosphorus were performed (Grasshoff 1976).

Growth potential of the diatom Amphora sp.
in shrimp farm effluents and its effectiveness
in removing dissolved nutrients

These experiments were undertaken in triplicate, cultivating
Amphora sp. in Conway medium (control) and in shrimp farm
effluent water (SFW) at 100% concentration in 6-L flasksmain-
tained at 25 ± 1 °C, illumination of 150 μmol.photons m s−1,
photoperiod of 12 h, with constant aeration at atmospheric
pressure using a Resun AOC2 membrane mini-compressor.
This diatom species was selected as it produces and stores fatty
acids at greater concentrations than found in soybeans (Calixto
et al. 2016).

The initial inocula varied from 5000 to 10,000 cells/mL−1;
cell growth was accompanied by cell counts in a Fuchs-
Rosenthal chamber and was interrupted upon attaining the
stationary phase. The levels of nitrate, nitrite, and phosphorus
were determined following Grasshoff (1976), and measures of
pH and electrical conductivity in the shrimp farm water were
used to calculate the quantities of nutrients removed
(expressed as percentages).

Growth curves were prepared for the two culture media
using cell concentrations (cells mL−1) determined by flow
cytometry analysis.

Measures of cell physiology and lipid metabolism
of Amphora sp. in control medium and shrimp farm
effluents

Physiological measurements were performed using a
FASCcalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). The detectors utilized in the flow cytometry anal-
yses were FL1 (green—530 nm), FL3 (red—670 nm), FSC
(cell size), and SSC (cell complexity); the parameters were
verified using Flowing Software version 2.5. Green
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fluorescence (FL1) was utilized to detect lipidic contents,
while red fluorescence (FL3) was used to identify chlorophyll
in the cells, furnishing data concerning cell concentrations
(cells mL−1). The cells were marked with stock concentrations
(10 mM) of BODIPY 493/503 (Difluoro {2- [1- (3,5-dimeth-
yl-2H-pyrrol-2-ylidene-N) ethyl] -3,5-dimethyl-1 H-
pyrrolato-N}boron-Molecular probes, Invitrogen) (final con-
centration 10 μM) to detect intracellular lipidic contents;
marker incubation was, at most, 30 min (Lelong et al. 2011).

Statistical analyses

The results were analyzed using Statgraphics centurion
17.1.03 software. The normality of the data was tested and
the variations of the analytic parameters were confirmed using
the Levene Test of homoscedasticity. The parameters of lipidic
concentrations, cell concentrations, FL3, FSC, and SSC were
compared using two-way ANOVA test to determine differ-
ences in days of cultivation and culture conditions. A second
statistical test (Student’s t test) was performed to verify the
differences between the treatments at each time. All of the
analyses considered a level of significance p < 0.05. The data
are presented as means ± standard errors.

Results and discussion

Physical and chemical characteristics of the shrimp
farm effluents

The bottom waters of the shrimp farm pools had a pH of 7.78,
salinity of 34.8 psu, high turbidity, high concentrations of
solids in suspension, and nitrate concentrations higher than
those of phosphate (Table 1). The turbidity and total solid
values were comparable to those reported by Figueiredo
et al. (2006), although the nitrate and phosphate concentra-
tions reported here were higher.

Capacity of Amphora sp. for removing nutrients
and its growth parameters in Conway medium

Cell concentrations of Amphora sp. were greater among those
grown in the control medium than in those grown in the
shrimp farm waters (F test = 6.63; p = 0.0003) (Fig. 1).
Comparing the treatments in relation to incubation time
showed significant differences only on the 7th (F = 3.36;
p = 0.1166) and 12th (F = 4.49; p = 0.0669) days of
cultivation.

The determinations of nitrate, nitrite, and phosphate con-
centrations in experiments with shrimp farm bottom waters
demonstrated that after 20 days of cultivation with Amphora
sp. only 26.643% of the original phosphate and 27.428% of
the nitrate remained. These data indicated the removal of
73.357 and 72.572% of the original PO4

− and NO3
−, respec-

tively, indicating this microalga as a potential mitigating agent
for this type of effluent (Table 2). The lower reduction rate of
nitrite indicated that this form of nitrogen was less well assim-
ilated than nitrate; the increases in the concentrations of nitrite
between the 5th and 15th day reflected the action of
denitrifying processes during cultivation, probably due to bac-
terial growth (as the cultures were not sterile) (Paniagua-
Michel and Garcia 2003).

Associations of microorganisms can represent efficient
strategies for programs of bio-remediation, principally associ-
ations of bacteria and microalgae for use in treating aquicul-
ture effluents (Paniagua-Michel and Garcia 2003; Toi et al.
2014; Van Den Hende et al. 2014). Dinesh Kumar et al.
(2016) evaluated the efficiency of two microalgae
(Picochlorum maculatum and Amphora sp.), in association
with the crustacean Oithona rigida, for the removal of

Table 1 Physical-
chemical parameters
analyzed in the shrimp
farm water

Parameters Values

Temperature 31.0 °C

Salinity 34.8 psu

Electric conductivity 34.8 mS cm−1

pH 7.78

Solids in suspension 134.2

Turbidity 288 NTU

Nitrate 1.81 mg L−1

Nitrite 0.003 mg L−1

Phosphate 0.29 mg L−1

Fig. 1 Cell concentration curves of the diatom Amphora sp. cultivated in
control medium and in shrimp farm effluent during 21 days of cultivation
(asterisks indicate significant differences between the treatments at the
indicated times, at p < 0.05). SFW 100%, shrimp farm water at 100%
concentration
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nutrients from shrimp cultivation effluents (Litopenaeus
vannamei), and reported maximum nitrate reductions of
86% in cultures associated with Picochlorum maculatum,
and 88 nitrite and 69% phosphate removal in cultures associ-
ated with Amphora sp. demonstrating the possibility of in-
crease the uses of associations of organisms to enhance the
removal rates of pollutant nutrients.

Other biological treatments have likewise demonstrated
positive results in terms of the bioremediation of shrimp farm
effluents. Boopathy (2009) utilized filtering systems com-
posed of activated sludge and attained 100% removal of ni-
trate during 15 days of operation. Marinho-Soriano et al.
(2009) likewise cultivated the microalgae Gracilaria birdiae
in that same type of effluent, and obtained 93.5% reductions
of PO4

−3 and 100% removal of NO3
− after 4 weeks.

Microalgae are known for their capacity to remove nutri-
ents from various types of effluents (Chinnasamy et al. 2010;
Lim et al. 2010), and they aggregate value by producing bio-
masses that can be used in diverse areas (such as feed for
aquiculture or the production of biofuels such as biodiesel,
bioethanol, and biomethane) (Ansari et al. 2017). Species such
as Nannochloropsis oculata, Tetraselmis chuii, Scenedesmus
obliquus, Chlorella sorokiniana, and Ankistrodesmus falcatus
have demonstrated their efficiency in removing nutrients from
aquiculture effluents, with 86–98% removal of ammonia, 75–
80% removal of nitrate, and 98–100% removal of phos-
phate—with associated high productivities of lipids, carbohy-
drates, and proteins in their biomasses (comparable to gains
obtained when growing them in synthetic media) (Ansari et al.
2017;Magnotti, et al. 2016). That data corroborates our results
with cultures of Amphora sp. in the present study, with high
efficiency for reducing phosphate, nitrate, and nitrite concen-
trations in shrimp farm effluents, while at the same time pro-
ducing microalgae biomass that contained more fatty acids
than soybeans (and demonstrated viability for producing
biodiesel).

As such, the use of microalgae appears to have a promising
future for the bio-remediation of effluents derived from

shrimp cultivation while at the same time producing bio-
masses rich in organic compounds such as proteins, essential
amino acids, fatty acids, and pigments (Ansari et al. 2017).
Additionally, the time requirements for culturing those
microalgae in effluent waters are similar to those of other
biological effluent treatments, but with lower costs, so that
there should be few apparent impediments to the commercial
adoption of that technique.

Cell physiology of Amphora sp. during cultivation
in shrimp farm effluents

Comparisons of the physiological responses of Amphora sp.
in terms of lipid metabolism (Fig. 2) showed significant dif-
ferences (two-way ANOVA; F = 24.34; p = 0.0000) in lipid
synthesis with relation to culture time in shrimp farm effluents

Table 2 Raw values and
percentages of phosphate, nitrate,
and nitrite removed from shrimp
farm effluents through the
cultivation of Amphora sp.

Days of
cultivation

PO4
−

(mg L−1)

%

remaining

NO3
−

(mg L−1)

%

remaining

NO2
−

(mg L−1)

%

remaining

1 0.289 1812 0.003

5 0.265 91.695 1512 83.444 0.005 166.667

7 0.131 45.328 0.994 54.856 0.006 200.000

8 0.069 23.875 0.798 44.039 0.007 233.333

11 0.085 29.402 0.580 32.009 0.007 233.333

13 0.099 34.256 0.550 30.353 0.005 166.667

15 0.099 34.256 0.511 28.201 0.004 133.333

18 0.131 45.328 0.503 27.759 0.003 100.000

20 0.077 26.643 0.497 27.428 0.002 66.667

Fig. 2 Comparisons of the curves of lipidic production by the diatom
Amphora sp. cultivated in control medium and in shrimp farm effluents
at 100% concentrations during 21 days of culture (asterisk indicates
significant differences [p < 0.05] between the treatments at the indicated
times). SFW 100%, shrimp farm effluents water at 100% concentration;
UA, arbitrary units

Environ Sci Pollut Res (2018) 25:17920–17926 17923



and in control culture medium. Comparisons of the treatments
in terms of time showed significant differences only at the
14th day of cultivation (t test; F = 20.42; p = 0.0040), demon-
strating that the rates of lipidic synthesis in waters used for
shrimp farm were higher than those seen in control medium.
This finding is extremely relevant, as it creates a real expec-
tation that the otherwise negative environmental impacts of
effluent discharges by shrimp farms could actually aggregate
value in the production chain by generating microalgae bio-
mass that could be used for biodiesel production.

The analyses of the two variables discussed above indicate
that the lesser quantities of Amphora sp. cells cultivated in
shrimp farm effluents (Fig. 1) nonetheless produced compar-
atively more lipids than the larger numbers of cells grown in
the control medium (Fig. 2). This finding is extremely rele-
vant, as this species not only reduces the nitrate and phosphate
concentrations in those effluents but also synthesizes greater
quantities of lipids (that can be utilized to produce products
such as biodiesel) than are produced in synthetic medium.
Additionally, the quantities of nitrate and phosphate in
shrimp farm effluents are considerably lower than those
found in control medium and, according to Chu et al. (2014)
and Liang et al. (2012), deficiencies of nitrogen and phospho-
rus in any growing media will severely affect protein synthe-
sis, resulting in a metabolic flow directed toward greater bio-
synthesis and larger accumulations of lipidic substances
(Courchesne et al. 2009).

The analyses of chlorophyll fluorescence (Fig. 3) demon-
strated higher values in the control medium; the values record-
ed for microalgae growth in shrimp farm effluents were small-
er but also expressive, showing a tendency to increase after the

14th day of cultivation. Ho et al. (2014) noted that the nitrogen
contents of growth media will directly affect photosynthetic
rates. The analyses of variance performed on this parameter
demonstrated that the FL3 values differed statistically at a 5%
level of confidence (F = 5.83; p = 0.0005), with the control
medium values being higher.

The analyses of cell sizes (FSC) as measured by flow
cytometry (Fig. 4) indicated significant differences in
Amphora sp. cell dimensions during its growth phase (t
test; F = 6.28; p = 0.0003) in the two different culture

Fig. 3 Chlorophyll fluorescence curves (FL3) of the microalgae
Amphora sp. cultivated in control medium and shrimp farm effluents at
100% concentration during 21 days of cultivation. (Asterisks indicate
significant differences [p < 0.05] between the treatments at the indicated
times). SFW, shrimp farm effluents water at 100% concentration; UA,
arbitrary unit

Fig. 4 Comparisons of cell size (FSC) of the diatom Amphora sp. culti-
vated in control medium and in shrimp farm effluents for 21 days.
(Asterisk indicates significant differences (p < 0.05) between the two
treatments at the indicated times). SFW 100%, shrimp farm effluents
water at 100% concentration; UA, arbitrary unit

Fig. 5 Comparisons of cell complexity (SSC) of the diatom Amphora sp.
cultivated in control medium and in shrimp farm effluents for 21 days.
(Asterisks indicate significant differences (p < 0.05) between the two
treatments at the indicated times). SFW, shrimp farm effluents water at
100% concentration; UA, arbitrary unit
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media tested. Comparing the two treatments in relation to
time, significant differences were only apparent on the
12th day of cultivation (t test; F = 7.72; p = 0.0321). The
observed reduction in the cell sizes of Amphora sp. culti-
vated in shrimp farm effluents may be associated with
osmotic pressure, which is directly proportional to the
quantities of solutes in the culture media—although there
is no data available in the literature concerning physiolog-
ical responses related to variations in cell size in similar
experiments.

Variance analysis of cell complexity (SSC) (Fig. 5) in-
dicated much higher values for this parameter among the
microalgae grown in shrimp farm effluents during their
entire growth curve, suggesting that intracellular complex-
ity increased in Amphora sp., making this parameter a po-
tential marker for the physiological status of that species.
The observations indicated statistically significant differ-
ences in cell complexity at a 95% confidence level (F =
6.02; p = 0.0004). Comparisons of the two treatments as a
function of time demonstrated significant differences at the
5th, 12th, 14th, and 21st days of culture (F = 19.26; p =
0.0046; F = 7.29; p = 0.0356; F = 132.30; p = 0.0000 and
F = 12.54; p = 0.0122, respectively). Intracellular complex-
ity can often be correlated with the accumulation of storage
compounds such as starches, neutral lipids, and β- caro-
tene, as was observed by Fachet et al. (2016) in experi-
ments undertaken with Dunaliela salina. Cell complexity
can therefore be related to the presence of lipidic sub-
stances. Our experiments with shrimp farm effluents thus
indicated greater productions of lipidic substances, with
the cells cultivated in shrimp farm effluents demonstrating
greater internal structural complexity than cells developing
in standard laboratory medium.

Conclusions

This study demonstrated that Amphora sp. has excellent po-
tential for bioremediation, removing more than 70% of nutri-
ents like nitrate, nitrite, and phosphate from shrimp farm ef-
fluent within 21 days under the experimental conditions test-
ed; Amphora sp. also demonstrated high levels of lipidic syn-
thesis through flow cytometer measures—indicating its great
capacity for commercial application for generating biomasses
rich in lipidic substances that could be used for biotechnolog-
ical and/or energy purposes.
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1. Introduction

The use of microalgae biomass as source of oil for biodiesel
production (fatty acids methyl esters or FAMEs) is an issue of cur-
rent general interest, and several microalgae species emerged as
promising candidates for this purpose [1–4]. Microalgae have a
short life cycle, accumulate large amounts of lipids under suitable
growth conditions and are important vectors for bioremediation.
Also, their biomass can be a source of many other value-added
chemicals such as pigments, antioxidants, carbohydrates, and pro-
teins, with the extracted residue being still useful as a starting
material for animal feed, fertilizers, biobased materials and bioen-
ergy by anaerobic fermentation and cogeneration. However, the
use of microalgae for biodiesel production in large scale is still hin-
dered by several technological and economic obstacles that are yet
to be overcome [1,2].

The production of biodiesel from microalgae oil has been
demonstrated in the literature using conventional routes, which
normally involve the conventional extraction of lipids followed by
its conversion to FAMEs [2,3]. One important criterion for the selec-
tion of suitable microalgae species for this purpose is their actual
productivity in neutral lipids such as triacylglycerides and other
fatty acid derivatives. Hence, the efficiency with which lipids are
extracted from the microalga biomass is an important criterion
for demonstrating the viability of the overall biodiesel production
process. According to Halim et al. [4], despite the routine use of
laboratory-scale extraction protocols to determine lipid contents,
the variables affecting lipid extraction from microalga cells are not
well understood, and no cost-effective method for industrial-scale
operations has been made available so far.

In most microalgae species, lipids are located in the cyto-
plasm organelles, surrounded by a thick cell wall that differs
in composition among existing groups. The Chlorellaceae family
presents a double cell wall, covered by a single or trilaminate outer
layer composed of �-(1→3)-xylans and/or �-(1→4)-mannans,
chitin-like polysaccharides and acetylated glucosaminoglucans [5].
Information on the cell wall composition of the genus Muriella
(Chlorellaceae) is scarce in the literature. However, it is known that
Muriella cells are simple or spherical ellipsoids with thin walls that
thicken during cell maturation [6].

Cell wall damage is normally critical to improve lipid extrac-
tion yields. Previous work has studied the efficiency of liquid
shear methods, including high pressure homogenization, ball beat-
ing, ultrasound, microwave irradiation, laser treatment, magnetic
stirring, and sulfuric acid treatment as laboratory scale methods
for disrupting microalgae cells [7]. Microwave assisted extraction
procedures are potentially more economical than other methods
because they require less treatment time, lower energy con-
sumption and better energy efficiency [8]. Moura et al. [9] used
chloroform:methanol (2:1 v/v) in a microwave oven at 300 W and
80 ◦C to achieve a 33.6 ± 2.6 wt.% lipid extraction yield from wet
Nannochloropsis oculata biomass. Scanning electron microscopy
(SEM) showed extensive cell wall damage evidenced by crack-
ing, fragmentation, and accumulation of large debris in very short
treatment times (e.g., 1 min), while microwave irradiation had no
degrading effect on the microalga fatty acid profile. Also, this same
procedure was applied to slurries of Amphora coffeaeformis, Chaeto-
ceros gracilis,  and Isochrysis galbana, resulting in lipid extraction
yields of 16.27 ± 1.5, 22.31 ± 2.5, and 19.87 ± 2.4 wt.%, respec-
tively.

Pressurized fluids can also be used to increase cell wall porosity
and induce various levels of cell wall rupture [10]. Howlader et al.
[11] used this technique to improve lipid extraction yields from
Rhodotorula glutinis biomass. The application of pressurized CO2 at
23.5 ◦C and 40 bar for 360 min  resulted in a 12% increase in yield
and its efficacy in cell disruption was demonstrated by SEM.

Lipids are usually extracted from microbial biomass by contact
with extraction solvents such as hexane, chloroform, ethanol, and
solvent mixtures such as ethanol:hexane, chloroform:methanol,
chloroform:methanol:water and methylene chloride:methanol,
among others [12]. In laboratory scale, such extraction proce-
dures are usually carried out in a Soxhlet apparatus with relatively
high solvent consumption and long extraction times [13]. Hex-
ane extracts neutral lipids selectively, while polar solvents provide
higher extraction yields because complex lipids are also removed,
together with microbial pigments and other compounds.

Different solvents and methods were applied for the extraction
of lipids from dry Chlorella pyrenoidosa biomass [14]. The survey
was carried under different conditions seeking comparative assess-
ment of extraction methods in different solvent systems including
methanol, ethanol, chloroform:methanol, chloroform, and hexane.
The Bligh and Dyer (B&D) method [15] carried out with chloro-
form:methanol (2:1 v/v) extracted the largest amount of polar and
neutral lipids, followed by methanol, chloroform, ethanol, and hex-
ane.

The use of alternative solvents such as N-ethylbutylamine (EBA)
was optimized for both single and multistage extractions of wet
microalgae. Extraction with EBA was comparable to that of the B&D
method, providing high yields of microalgal lipids [16,17]. Green
solvents such as d-limonene, �-pinene and p-cymene [18] and ionic
liquids [19] have also been described in the literature for the same
purpose.

Likewise, supercritical CO2 (scCO2) and compressed propane
have been applied to extract lipophilic materials from microalga
biomass and oil crops [20,21]. Also, pressurized fluids such as
these can be combined with co-solvents that are able to improve
extraction yields and change their selectivity for different classes
of lipophilic materials [20].

ScCO2 was  used in the presence of ethanol as co-solvent for
extracting phenolic compounds and carotenoids from Cladophora
glomerata,  Ulva flexuosa and Chara fragilis [22]. The use of ethanol
as co-solvent (11% in relation to dry biomass) increased extrac-
tion yields compared to scCO2 alone, with the best results being
obtained at 40 ◦C and 300 bar. Co-solvents have also been used
in studies related to the extraction of microalgae oil for biodiesel
production [23,24].

Conventional solvents and compressed fluids were applied and
compared for the extraction of Nannochloropsis oculata [23] and
Choricystis minor var. minor [24] lipids. Polar conventional solvents
such as ethanol extracted larger amounts of lipophilic materials
while non-polar solvents such as hexane were more selective for
neutral lipids. Compressed propane resulted in better extraction
yields compared to scCO2 and, in both situations, extraction rates
and yields were improved by adding ethanol as co-solvent. FAME
yields were investigated in all solvent-extractable materials by
gas chromatography after saponification followed by esterification.
The best result from N. oculata (7.53 wt.%) was obtained using
compressed propane at 200 bar and 80 ◦C using ethanol as co-
solvent and this yield dropped 45.8% when compressed propane
was replaced by scCO2 under otherwise identical extraction condi-
tions [23]. By contrast, the best FAME yield from C. minor var. minor
(16.7 wt.%) was achieved with scCO2 plus ethanol at 80 ◦C and 150
bar [24]. In all cases, the use of compressed fluids had little influ-
ence on the resulting fatty acid profile and the required amount of
solvent was considerably reduced compared to extraction in a con-
ventional Soxhlet apparatus. However, the use of compressed fluids
did not remove the entirety of the microalga fatty acids, demon-
strating that these processes must be optimized to overcome mass
transfer limitations during the extraction procedure.

Muriella decolor is a widespread Chlorophyceae [25] that has
been observed and isolated from several extreme environments
such as ice denuded areas of the Antarctic and caves where it is
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considered as one of the pioneer colonizers of stones, gravel, rocks
and soil [26,5].

Naturally occurring Chlorophyceae microalgae not only con-
tain high levels of lipophilic materials including neutral lipids but
also carotenoid pigments such as lutein. Del Campo et al. [27]
demonstrated that the lutein content increased during the expo-
nential phase of microalgae growth, with the highest value being
found in the early stages of the stationary phase. The highest lutein
level of 29.8 mg  L−1 was found in a Muriellopsis sp. lutein-rich
strain, whereas 5.0 mg  L−1 were found in cultures of Muriella
decolor. Violaxanthin and �-carotene were also present in all tested
strains, although in lower levels compared to those of lutein. Thus,
Muriellopsis sp. was identified as a potential source of lutein, a
commercially available carotenoid with applications in aquaculture
and the prevention of cancer and other diseases related to retinal
degeneration.

In this work, the extraction of lipids from Muriella decolor was
carried out using compressed propane, scCO2 and scCO2+ethanol in
a pressurized extraction system. The performance of these different
extraction processes was compared to conventional solvent extrac-
tion in a Soxhlet apparatus using hexane and ethanol as well as to
the B&D method using chloroform:methanol (2:1 v/v) with regard
to yields, fatty acid profiles and the potential of the extracted lipids
to produce FAMEs.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Initially, the microalga Muriela decolor (Chlorophyceae) was  iso-
lated from the Madeira River (Rondônia, Brazil) and kept in the
Freshwater Microalgae Collection of the Federal University of São
Carlos (UFSCar, Brazil). Different batches of M. decolor were grown
in the Algal Culture Laboratory of the Federal University of Santa
Catarina (UFSC, Brazil) in 500 L tanks using a dosage of 30% of
the Bold’s Basal Medium (BBM). Cultures were grown under nat-
ural lighting and normal temperature conditions (24−27 ◦C), with
constant stirring by bubbling with atmospheric air. The biomass
was harvested by centrifugation (6000×g) at the stationary phase
without addition of flocculants. The microalgae slurry was  frozen
in blocks at 20 wt.% total solids for transportation under hermetic
conditions. The microalgae blocks were received, thawed, homog-
enized in a Waring blender and oven-dried at 35 ◦C for 24 h. After
drying, the biomass was ground in a knife mill and the average
particle size was determined according to Gomide [28]. Anhydrous
ethanol (99.5% purity), hexane (95.0% purity) and methanol (99.9%
purity) were purchased from Neon (São Paulo, SP, Brazil) while
chloroform was obtained from Dinâmica (São Paulo, SP, Brazil),
all of these in analytical grade. Carbon dioxide and propane, both
with a 99.5% purity in the liquid phase, were purchased from White
Martins (Curitiba, PR, Brazil).

All reagents used to convert microalgae lipids to FAMEs [29] (see
below for details) were used as received: heptane (Neon, 99.5%),
ammonium chloride (Vetec, 99.5%), sodium hydroxide (Vetec,
97.0%), and sulfuric acid (Merck, 95.0%). The Supelco 37 Component
FAME Mix  (C4-C24) from Sigma-Aldrich was used as the reference
standard for chromatographic analyses.

2.2. Compositional analysis of the microalgae biomass

Moisture and ash contents were determined at 105 and 550
◦C until constant mass, respectively [30]. Water-soluble protein
and total carbohydrate content were quantified according to Lowry
et al. [31] and Dubois et al. [32], respectively, whereas total lipid
content was based on the vanillin method proposed by Mishra et al.

[33]. All of these methods were carried out in three replicates, and
results are expressed as the mean value with the corresponding
standard deviation.

2.3. Lipids extraction of the microalga biomass

Soxhlet extraction of lipids from dry biomass was carried out
using ethanol and hexane to evaluate the extraction efficiency
of these different solvents. Extractions were performed in three
independent replicates from which average yields and standard
deviations were calculated. About 5 g of dry microalgae biomass
were transferred to a paper cartridge and placed inside the Soxh-
let extraction chamber using 200 mL  of solvent. Extraction was
carried out by 12 h under reflux for approximate 40 consecutive sol-
vent cycles to promote the exhaustive extraction of microbial lipids
[23,24,34]. Then, the extraction solvent was removed in a rotatory
evaporator, the flasks were oven-dried at 60 ◦C until constant mass,
and the resulting extracted material was  weighed to reveal the final
mass yield of the microalgae lipids. For comparison, lipids were also
extracted from the dry biomass using an adaptation of the B&D
method [15], which is based on the use of chloroform:methanol
(2:1, v/v) under ultrasonic irradiation at room temperature.

2.4. Lipid extraction with compressed fluids

The extractions using compressed fluids were performed in a
home-made bench-scale batch extractor (L – 0.22 m, � of 1.90 ×
10−2 m,  6.24 × 10−5 m3 inner volume). Briefly, the extractor con-
sisted of a jacketed steel vessel that was  connected to a thermostatic
bath to control the extraction temperature, and to a high-pressure
syringe pump (Teledyne Isco 500 D) that was  kept at 10 ◦C during
the entire extraction procedure [35,36].

The oven-dry microalgae biomass (20.00 ± 0.05 g) was placed
in the extractor chamber and conditioned at 80 ◦C with pressures
of 100 bar for propane and 250 bar for scCO2. These were the best
conditions reported by Lima et al. [24] for the extraction of C.minor
var. minor lipids using the same extraction solvents. Experiments
were performed with a confinement time of 90 min  to ensure that
saturation of the solvent was  reached, and no sample collection
was performed during the static extraction stages [23,24]. After
the static extraction was completed, the dynamic extraction was
performed using a continuous volumetric gas flow of 2.0 ± 0.5 mL
min−1 (measured by the syringe pump) during 100 min  for propane
and 140 min  for scCO2. The extract was recovered by opening the
bottom needle valve and purging the extraction solvent into screw-
cap assay tube, with the extractor maintained at the same pressure
and temperature used during the confinement stage.

After scCO2 extraction, the biomass suffered sequential steps of
co-solvent assisted scCO2 extractions using ethanol in different co-
solvent to microalgae mass ratios of 0.5:1, 1:1 and 2:1 (dry basis).
In each stage, the scCO2 system was  depressurized until ambient
conditions, ethanol was  added to the biomass inside the extractor
chamber, and the equipment was pressurized again. On the basis
of some preliminary tests, a static extraction time of 40 min  was
selected to ensure that saturation of the scCO2+EtOH system was
reached. In sequence, the dynamic extraction was  initiated by feed-
ing scCO2 at a constant pressure and continuous flow of 1.5 ± 0.5 mL
min−1. This step proceeded until the solvent was completely col-
orless (containing only scCO2), which means that no co-solvent or
extract were detected in the system outlet and the yield increase
between two  measurements was negligible. After extraction, the
solvent was  removed by oven-drying at 60 ◦C until constant mass,
and the resulting yields were expressed in relation to the oven-dry
microalga biomass.

The use of low flow rates during the dynamic extraction stage
was desirable to reduce the amount of spent solvent. For extrac-
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tions with scCO2 alone, the extract obtained from M. decolor was
highly viscous and its recovery through the bottom needle valve
caused momentaneous blockages that had to be avoided to keep the
extraction pressure constant. Hence, 2.0 mL  min−1 was the mini-
mum flow rate that enabled a good extraction performance through
the bottom needle valve. By contrast, for the scCO2+EtOH extrac-
tion system, the resulting extract was much less viscous because it
was dissolved in ethanol. Thereby, the dynamic extraction flow rate
could be reduced to 1.5 mL  min−1 without losing pressure control
and causing blockage of the bottom needle valve.

For compressed propane and scCO2 extractions, the stan-
dard deviation was calculated from three independent replicates,
whereas sequential extractions using scCO2 and scCO2+EtOH were
carried out in duplicates. For the latter experiments, the standard
deviation was estimated as proposed by Juchen et al. [35] using
the yield of 30 measurements (15 duplicates) that were obtained
in different extraction times at the ethanol to biomass ratio of 2:1
according to Eq. (1),

SD =
√∑ d2

i

2 ∗ ND
(1)

where di stands for the difference between every two results at the
same time and ND is the number of duplicates.

For each type of pressurized fluid extraction, the expanded
uncertainty was assumed constant thorough all experiments, and
it was calculated by multiplying the standard deviation (SD) by
the inverse of a two-tailed Student’s t-distribution, considering the
confidence level of 95% [35].

2.5. Crude FAME yield from microalgae biomass and extracted
lipids

The crude FAME yield from microalgae biomass and extracted
lipids was determined in duplicate according to Menezes et al.
[24,29]. Heptane was used to recover freshly synthesized FAMEs
from the reaction mixture. After partial evaporation, the concen-
trated heptane extract was transferred to a tared assay tube and
dried at 50 ◦C in an air-circulating oven until constant mass. Sub-
sequently, the assay tube was cooled in a desiccator and weighed.
Then, crude FAME yields were expressed in relation to the oven-dry
microalga biomass.

Crude FAMES were also obtained by acid transesterification [14].
In this procedure 300 mg  of extracted lipids and 2.5 mL  of methanol
were mixed in a 25 mL  round bottom flask with 16 �L of H2SO4.
The reaction was performed at 95 ◦C for 4 h under constant stirring.
After reaction completion, the excess of methanol was  removed
under reduced pressure and the reaction medium was washed with
a mixture of hexane:water (1:1 v/v). The hexane fraction was vac-
uum dried over anhydrous MgSO4 and the solvent was removed
under reduced pressure to obtain the crude product.

2.6. Analysis of FAMEs by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC–MS)

GC–MS analyses of the crude FAMEs mentioned above were per-
formed on a Shimadzu GC–MS using a VF-5MS capillary column
(30 m ×0.25 mm;  0.25 �m)  and helium as the carrier gas at a flow
rate of 0.8 mL  min−1 [24]. Analyses were performed in duplicate
by injecting 1 �L in splitless mode. The injector was set at 280 ◦C,
the transfer line at 280 ◦C and the ion source at 300 ◦C. The col-
umn  was initially set at 100 ◦C for 1 min, followed by heating at
10 ◦C min−1 until 200 ◦C, 2 min  at 200 ◦C and re-heating at 3.5
◦C min−1 until 260 ◦C for total analysis time of 37 min. The mass
spectra were collected every 0.5 s in the range of 32–380 m/z. Peak
identification was based of the elution profile of chromatographic

standards (Supelco 37 Component FAME Mix) and by interpreta-
tion of their corresponding mass spectra in relation to the NIST
(National Institute of Standards and Technology) library database.
Quantification of individual FAME components was  carried out by
area normalization.

2.7. Total ester contents

Crude FAMEs obtained by saponification followed by esteri-
fication and by acid transesterification were analyzed for their
total ester content using the EN14103 protocol of the EN14214
biodiesel standard [37]. Analyses were carried out in a GC2010Plus
chromatographic system (Shimadzu) that was equipped with an
AOC-20i split/splitless autoinjector, a CP-Wax 58 FFAP CB (Agilent,
50 m ×0.20 mm;  0.25 �m) and a flame ionization detector (FID).
Helium as used as the carrier gas at a flow rate of 0.8 mL min−1. The
injection volume was 1 �L with a split ratio of 1:10 and analyses
were performed in triplicate. The operating conditions of the chro-
matograph were as follows: injector and detector at 250 ◦C, and
column with an initial temperature of 60 ◦C (3 min) followed by
two heating ramps of 25 ◦C min−1 up to 175 ◦C (0.5 min) and of 4
◦C min−1 to a final temperature of 230 ◦C, where it remained until
the end of the run (36 min  in total). The compounds were identified
by their retention times and the total ester content was calculated
as follows,

C =
(∑

AFAME − AIS
)

AIS
∗
(
CIS ∗ VIS
m

)
∗ 100 (2)

where ˙AFAME is the total peak area for fatty acid methyl esters
(C14:0 to C24:1), AIS is the peak area corresponding to methyl non-
adecanoate (internal standard), CIS and VIS are the concentration
(in mg  mL−1) and volume (in mL)  of the methyl nonadecanoate
standard solution, and m is the mass (in mg)  of the sample.

3. Results and discussion

3.1. Characterization of the microalgae biomass

Initially, the compositional analysis of M.  decolor biomass
was determined after oven-drying. Homogenization in a Waring
blender after oven-drying at 35 ◦C for 24 h produced a powdered
biomass whose moisture content was 7.98 ± 0.11 wt.%. Ash con-
tent was relatively high at 7.07 ± 0.05 wt.% (wet basis) and this
may  have been partially due to inefficiency in the washing stage
after production to remove inorganics from the culture medium.
Water-soluble proteins accounted for 20.90 ± 0.50 wt.% of the
oven-dry biomass while total carbohydrates corresponded to 12.42
± 1.76 wt.%. Total lipids were initially quantified at 14.05 ± 1.43
wt.% by spectrophotometry using the vanillin method [33] and this
value served as a reference for the extraction procedures described
below. The remaining of the microalga biomass contained water-
insoluble proteins, carotenoid pigments (mostly lutein) [27], and
cell wall polysaccharides such as chitin-like glycosaminoglycans
[5], among other components.

Particle size distribution was determined according to Gomide
[28]. On the basis of this, the biomass was  split into two frac-
tions. The first fraction (corresponding to 45 wt.% of total biomass)
presented an average particle size of 1.27 mm and the following
percentages of mass fractions: 3.7% (9 Mesh), 27.2% (10 Mesh),
11.6% (12 Mesh), 7.0% (14 Mesh), 25.6% (20 Mesh), 5.9% (24 Mesh),
6.9% (28 Mesh), 9.8% (32 Mesh) and 2.3% (35 Mesh). The second
fraction (corresponding to 55 wt.% of total biomass) presented an
average particle size of 0.66 mm and its corresponding mass frac-
tions were 5.6% (20 Mesh), 42.0% (24 Mesh), 24.5 % (28 Mesh), 20.3%
(32 Mesh) and 7.6% (35 Mesh).
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Fig. 1. Compressed propane extractions at 80 ◦C and 100 bar using microalgae with
different average particle sizes (PS). Open symbols refer to average values with an
expanded uncertainty of 0.85%.

3.2. Soxhlet extraction of M.  decolor lipids

Extractions in a Soxhlet apparatus were carried out with M.
decolor biomass fraction averaging 1.27 mm in particle size using
hexane and anhydrous ethanol as the extraction solvents. These
solvents were selected to assess the permeability of the cell wall to
different extraction conditions and the extractability of neutral and
complex lipids that are usually found in these matrices. Hexane was
chosen due to its selectivity for neutral lipids while ethanol aimed
at extracting the total microalgae lipids including polar compounds
such as phospholipids and glycolipids, among others [13]. Besides,
M.  decolor lipids were extracted using the B&D method [15], and the
resulting extraction performance was compared to those described
above (Table 1). Extraction with anhydrous ethanol gave the high-
est mass yield of 23.78 wt.%, followed by the chloroform:methanol
mixture (B&D, 18.10 wt.%) and hexane (12.71 wt.%). To evaluate
the effect of particle size reduction on extraction yields, particles
with an average size of 0.66 mm were also subjected to a Soxhlet
extraction using ethanol and the results obtained remained within
standard deviation of the method (data not shown).

Studies with N. oculata revealed the same trends when extrac-
tion was performed in a Soxhlet apparatus using the same
extraction solvents [20]. Extraction of the freeze-dried biomass
with anhydrous ethanol gave the highest microalgae oil mass yield
of 19.2 wt.% (dry basis), followed by the chloroform:methanol mix-
ture (18.1 wt.%) and hexane (4.8 wt.%).

3.3. Extraction using compressed fluids

3.3.1. Compressed propane
Experiments with compressed propane were performed with

oven-dry biomass using the two different average particle sizes,
0.66 mm and 1.27 mm,  aiming to evaluate their effect on the overall
extraction yields. The corresponding extraction curves are depicted
in Fig. 1, and the calculated expanded uncertainty for these exper-
iments was 0.85 wt.%.

A comparison regarding the effect of average particle size on the
overall extraction curves shows that the extraction yield increased
when the particle size decreased, but both particle sizes presented
overall extraction curves with three well defined phases. The first
20 min  of extraction presented constant extraction rate (CER),
which is controlled primarily by convective mass transfer of solubi-
lized oil in the solvent, yielding around 5% and 6% for 1.27 mm  and
0.66 mm particles, respectively. After this phase, a falling extraction

Fig. 2. Overall extraction curves of scCO2 extractions using microalgae with differ-
ent average particle sizes (PS), temperatures and pressures. Open symbols refer to
average values with an expanded uncertainty of 0.47%.

rate (FER) step is observed for up to 60 min, with overall extraction
yields around 7% and 9% for 1.27 mm and 0.66 mm particles, respec-
tively. Thus, a diffusion-controlled rate stage (DCR) is observed for
both extraction systems, where diffusional mass transfer mecha-
nisms inside the particles are controlling the process. After 100 min
of extraction the overall extraction yields were 7.56 wt.% and 9.64
wt.%, for 1.27 mm and 0.66 mm particles, respectively.

Although the biomass with smaller average particle diameter
(0.66 mm)  presented a higher overall extraction yield, some draw-
backs can be highlighted in using a very fine powder, such as pipes
blockage due to particles that might be dragged along with fluid
stream and an excessive energy consumption for milling the raw
material to fit within this particle diameter. Thus, the use of par-
ticles with average diameters larger than 1 mm could be more
appropriate, and to improve the extraction yields for larger particle
diameters, the 1.27 mm  particles (in average) were submitted to a
sequential extraction procedure, in which new static and dynamic
steps were combined. However, after 40 min  of dynamic extraction,
the yield increased only 0.30% resulting in an overall extraction
yield of 7.86 wt.% (triangles in Fig. 1). Therefore, for 1.27 mm parti-
cles, most of the oil available for compressed propane was already
extracted in the first step, and in the second step the diffusional
resistance to mass transfer inside the particles impeded further
extraction of microbial lipids.

The overall extraction yield for 0.66 mm  particles was  compa-
rable to those of Soxhlet extraction using hexane, yet producing
a solvent-free oil, since compressed propane is readily separated
from the extract by the expansion of the solvent at ambient con-
ditions. Also, the results obtained for M. decolor extraction were
similar to those found for the extraction of C.minor var. minor,
where compressed propane yielded 10.8 wt.% after 170 min  extrac-
tion at the same experimental conditions [24].

3.3.2. Supercritical CO2 (scCO2)
The extraction of M. decolor samples using scCO2 at 80 ◦C and

250 bar [23] yielded 5.11 wt.% and 4.73 wt.% for particles with an
average diameter of 0.66 mm and 1.27 mm,  respectively. The calcu-
lated expanded uncertainty for scCO2 experiments was 0.47 wt.%
on the basis of 16 triplicates that were carried out for different
extraction times. Compared to compressed propane (Fig. 1), scCO2
not only resulted in lower extraction yields, but also in much slower
extraction rates using both particle sizes (Fig. 2), revealing that M.
decolor lipids had a lower solubility this latter extraction solvent.
The results obtained in these experiments agreed with those pre-
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Table 1
Crude fatty acid methyl esters (FAMEs) and total ester yields from the oven-dry M. decolor biomass (1.27 mm particle size) and its corresponding conventional solvent
extractable lipids.

Parameter In situ
Soxhlet extraction

Bligh & Dyer
Ethanol Hexane

Lipid yielda (wt.%) – 23.78 ± 0.68 12.71 ± 0.22 18.10 ± 0.16
Crude  FAME yielda (wt.%) 12.40 ± 0.13 11.32 ± 0.32 10.45 ± 0.17 12.14 ± 0.10
Conversionb (%) – 47.6 82.2 67.0
Total  ester contentc (wt.%) 22.37 ± 5.15 61.60 ± 0.71 67.02 ± 2.61 65.08 ± 4.20
Total  FAME yielda (wt.%) 2.77 6.97 7.00 7.09

a Mass yields were expressed in relation to the oven-dry microalga biomass (averages with their corresponding standard deviations).
b Conversion of lipids extracts was carried out by saponification followed by esterification.
c Determined as fatty acid methyl esters (FAMEs) using GC-FID according to EN14103.

sented by Lima et al. [24] for C. minor var minor,  whose maximum
yield was 7.3 wt.% after 170 min  of extraction. Lorenzen et al. [38]
found similar results using scCO2 to extract lipids from microalga
biomass, reaching an overall yield of 6.4 wt.% after 540 min  of
extraction.

Additionally, the effect of reducing both temperature and pres-
sure in relation to the reference condition was evaluated by
changing these variables one at a time. Reducing the pressure to
150 bar (80 ◦C for a CO2 density of 0.427 g mL−1 [39]) yielded less
than 0.27 wt.% and reducing the temperature to 40 ◦C (250 bar for a
CO2 density of 0.880 g mL−1 [39]) resulted in an extraction yield of
1.79 wt.%. By comparing these values with those obtained at the ref-
erence conditions (4.73 wt.% at 80 ◦C and 250 barfor a CO2 density
0.686 g mL−1 [39]), it is clear that the density of the solvent is not
the driving factor for the extraction rates, as already found by Lima
et al. [24]. Parameters such as viscosity, diffusivity and solubility
seem to have a competitive effect with solvent density in microalga
oil extractions. For vegetable oil extraction, density is reported to
have a direct effect on yield due to the large availability of lipids
in the matrix [35,36]. However, the structure of the microalga may
have made the resistance to mass transfer more important than the
density of the extraction solvent.

Compared to scCO2, the overall extraction yields obtained with
compressed propane were higher probably due to the higher appar-
ent solubility of the microbial lipids in nonpolar solvents. The use of
compressed propane excelled the extraction performance of scCO2
by 47% in the case of 0.66 mm particles (maximum yield of 9.64%
with propane and 5.11% with scCO2), and by 37% for 1.27 mm parti-
cles (maximum yield of 7.56% with propane and 4.73% with scCO2).
Other authors found similar results when comparing the extrac-
tion of oilseeds using compressed propane and scCO2 as solvents
[40–43].

Since the extraction using scCO2 presented low extraction effi-
ciency, a semi-batch extraction approach using scCO2 plus ethanol
(scCO2+EtOH) was proposed to enhance both extraction yield and
microbial oil recovery. The results are presented and discussed in
the next section.

3.3.3. Sequential scCO2+EtOH extractions
As mentioned before, the addition of a co-solvent may improve

the solubility of microbial lipids, increasing the extraction yields
and modifying its selectivity [14]. To evaluate the effect of adding
ethanol as co-solvent after scCO2 extractions, three sequential
extractions using scCO2+EtOH were performed, all at 80 ◦C and
250 bar. The applied ethanol to biomass ratios were 0.5:1, 1:1 and
2:1 and the resulting overall extraction curves are presented in
Fig. 3. For the sequential scCO2+EtOH experiments, the calculated
expanded uncertainty was 1.48 wt.%.

Fig. 3 shows that the use of sequential extractions increased
the extraction yield in all co-solvent to biomass ratios. Araújo
et al. [36] found similar results in the extraction of spent coffee
ground using two steps of scCO2+EtOH. For M.  decolor extractions,

Fig. 3. Sequential overall extraction curves of scCO2 followed by scCO2+EtOH at 80
◦C and 250 bar, using different ethanol to biomass ratios (R). Open symbols refer to
average values of experiments performed with an ethanol to biomass ratio of 2:1.
The  overall expanded uncertainty for the three sequential extraction steps was  1.48
wt.%.

after one step of scCO2 and three steps of scCO2+EtOH at a 2:1
ethanol to biomass ratio, the resulting overall yield was  16.14 wt.%,
which corresponded to 68% of the Soxhlet extraction yield using
ethanol. Also, by reducing the extraction time and the ethanol to
biomass ratio to 1:1, similar results were acquired reaching an over-
all extraction yield of 16.37 wt.%. The differences in global yields for
each scCO2+EtOH extraction steps remained within the expanded
uncertainty of the experimental procedure. The yield increase was
around 8% for the first step, 2.5% for the second step, and 1% for
the third step using both ethanol to biomass ratios. The resembling
yield increase for each corresponding extraction step indicated that
mass-transfer resistance inside the particles seemed to be domi-
nant. Thus, at the highest ratio, the excess of ethanol was diluting
the system and delaying the extraction without promoting further
lipid solubilization.

Finally, the lowest ethanol to biomass ratio (0.5:1) led to a total
yield increase close to 8% after three co-solvent assisted steps,
and the global yield was  12.88 wt.%, indicating that the co-solvent
addition was close to saturation. In general, sequential extractions
using scCO2 and scCO2+EtOH showed promising results by increas-
ing extraction yields in all conditions studied in this work. Lastly,
among the experimental conditions tested, the best results were
achieved at ethanol to biomass ratio of 1:1 and these extracts were
submitted to further analysis.

3.4. Lipid conversion to esters and total ester content

Fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared by saponifica-
tion and esterification of the oven-dry M. decolor biomass, resulting
in 12.40 wt.% crude FAMEs (heptane fraction) as shown in Table 1.
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Likewise, the B&D method [15] resulted in a solvent extract whose
crude FAME yield was the same as that obtained directly from the
oven-dry microalgae biomass.

Soxhlet extraction with ethanol provided the highest yields of
microalgae oil but only 47.6% of this fraction could be converted to
crude FAMEs (Table 2). Therefore, the ethanol extract contained a
great deal of unsaponifiable matter. By contrast, the hexane extract
resulted in the highest conversion of microbial lipids to crude FAME
(82.2 wt.% in Table 1). This was due to the higher selectivity of
hexane for neutral lipids as already demonstrated in other studies
using other microalgae species [23,24,35]. However, hexane led to
a crude FAME yield (10.45 wt.% in Table 1) lower than that of the
other extraction solvent (11.32 ± 0.32 wt.% for ethanol). Hence, in
both cases, Soxhlet extraction resulted in slightly lower crude FAME
yields compared to the in situ and to the B&D methods.

The crude FAMEs derived from different extraction proce-
dures was subsequently analysed for their total ester content [37]
(Table 1). The crude FAMEs from hexane Soxhlet extracts had a total
ester content of 67.0%, which was similar to the values obtained
with ethanol (61.6%) and using the B&D extraction procedure
(65.08%). Therefore, nearly one third of the crude FAMEs obtained
by saponification followed by esterification (heptane extract) were
composed of non-saponifyable materials, probably carotenoid pig-
ments such as lutein [27]. The crude FAMEs derived from the in situ
saponification followed by esterification contained a much lower
total ester content and this might have been attributed to prob-
able interference of the matrix on the extractability of FAMEs by
heptane.

Table 2 shows the total ester contents of crude FAMEs that
were obtained by extraction with compressed propane, scCO2 and
ethanol as co-solvent. In this case, conversion to crude FAMEs was
performed by two different methods to confirm the accuracy of the
experimental data (saponification followed by esterification and
acid transesterification).

Compressed propane and scCO2 resulted in crude FAME extracts
with total ester contents higher than those of Soxhlet extraction
using ethanol or hexane (Tables 1 and 2, respectively). These values
were higher when crude FAMEs were produced by saponification
and esterification (92.8% and 99.8%, respectively), compared to
acid transesterification (87.5% and 91.8%, respectively) as shown
in Table 2. Compressed propane resulted in the highest total FAME
yield of 4.73 or 4.50%, while scCO2 gave FAME yields around 19%
lower, regardless the method used for conversion. However, when
scCO2 was followed by extractions in the presence of ethanol as
co-solvent (scCO2+EtOH), the total FAME yield at the end of this
four-stage extraction procedure was 5.87% in relation to the oven-
dry mass of the microalga biomass. In addition, it is worth noticing
that the total ester content of scCO2 crude FAMEs were the highest
among all extraction procedures. Therefore, although compressed
propane resulted in higher crude FAME and total FAME yields
(Table 2), extraction with scCO2 could be advantageous because the
extracted material was richer in FAMEs, facilitating its downstream
processing for FAME contents closer to the 96.5% required by the
EN14214 biodiesel standard. In addition, one single scCO2+EtOH
extraction procedure after scCO2 could raise the overall FAME yield
to 4.76% (3.62% plus 1.14% in Table 2), whose value was in the same
range of those obtained from compressed propane. Although two
extra scCO2+EtOH extraction steps could enhance these yields even
further, the total ester content of these fractions was  lower, mean-
ing that by scCO2+EtOH additional steps, other lipophilic materials
were extracted from the oven-dry M.  decolor biomass.

3.5. Fatty acid profile of microalga and lipid extracts

The fatty acid profile of the unextracted oven-dry M. decolor
biomass was determined by GC-MS of its corresponding methyl

Fig. 4. Presence of saturated (SFA), monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated
(PUFA) fatty acids in oven-dry M.  decolor biomass (in situ) and in its corresponding
lipophilic materials obtained by Soxhlet extraction using ethanol and hexane, chlo-
roform:methanol (2:1, vol/vol) in the ultrasound-assisted Bligh and Dyer method
(B&D), and compressed fluids (propane and supercritical CO2).

ester derivatives (FAMEs). The predominant fatty acids in these
microbial lipids were oleic acid (41.73%), palmitic acid (29.30%),
and linoleic acid (11.88%), respectively (Table 3). Saturated (SFA),
monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) fatty acids
corresponded to 31.64%, 48.01% and 20.28% in average, respectively
(Fig. 4).

The fatty acid profiles observed in Table 3 are in agreement
with those already published in the literature. According to Del Río
et al. [44], M.  decolor contained oleic (42.3%), palmitic (25.1%), and
linoleic (5.9%) acids predominantly when cultivated in a continu-
ous culture under nitrate limitation. However, the sum of oleic and
palmitic acids dropped from 67% to 30% of the total fatty acid con-
tent when the microalga was  cultivated in the presence of a readily
available nitrogen source.

The fatty acid profiles of lipid extracts obtained in Soxhlet using
ethanol and hexane as the extraction solvents are also shown in
Table 3. These results indicate that, although critical to achieving
high extraction yields, the polarity of the extraction solvent did not
cause any significant change in the fatty acid profile of the result-
ing material, whose content in SFA, MUFA and PUFA was  similar to
that of the unextracted microalga biomass. Hence, the fatty acid
profile of M. decolor was  not significantly affected by the prop-
erties of the solvents used for extraction. The main variation was
observed with the concentration of palmitic acid (C16:0) in hexane
extracts, which corresponded to 23.61% while ethanol and chloro-
form:methanol (2:1, vol/vol) in the B&D method contained 29.45%
and 29.38%, respectively. Oleic acid (C18:1) was the main fatty acid
component of all extracts, corresponding to 42.13% and 40.43% for
ethanol and hexane, respectively. MUFAs predominated in both
Soxhlet extractable materials (46.31% for ethanol and 46.52% hex-
ane), while SFAs corresponded to 34.82% and 30.13% of their total
fatty acid content, respectively. Also, hexane seemed to extract
more PUFAs than ethanol (23.15% and 18.87% in Fig. 4) under the
applied experimental conditions.

Table 3 and Fig. 4 reveal a great similarity between the fatty
acid profiles of both compressed propane and scCO2 M.  decolor
extracted lipids. However, while the MUFA contents were very sim-
ilar, SFAs and PUFAs seemed to follow a different trend compared
to both Soxhlet extracts. The main variations observed in these
measurements were related to the presence of hexadecatetraenoic
acid (C16:4) and palmitic acid (C16:0). C16:4 accounted for 8.41%
and 9.32% of the fatty acid profiles of compressed propane and
scCO2 extracted lipids, respectively, whereas both Soxhlet extracts
contained a range of 3.88–5.11% of this PUFA (Table 3). By con-
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Table 2
Crude fatty acid methyl esters (FAMEs) and total ester yields from lipids extracted from M. decolor biomass (1.27 mm particle size) using compressed propane, scCO2 and
scCO2+EtOH after scCO2.

Extraction method Compressed propane scCO2
scCO2+EtOH (1:1) after scCO2

1st stage 2nd stage 3rd stage

Conditions 80 ◦C / 100 bar 80 ◦C / 250 bar 80 ◦C / 100 bar
Lipid  yielda (wt.%) 7.86 4.73 8.28 2.31 1.05
Expanded

uncertainty
(wt.%)

0.85 0.47 1.48b

Process Saponification and
esterification

Acid
transesterification

Saponification and
esterification

Acid
transesterification

Acid
transesterification

Crude FAME yielda

(wt.%)
7.29 6.87 4.72 4.34 1.25 1.40 0.78

Conversion (%) 92.8 87.5 99.8 91.8 15.16 60.96 73.86
Total  ester contentc

(wt.%)
65.0 ± 0.63 65.70 ± 3.11 81.71 ± 1.96 83.60 ± 1.13 90.30 ± 2.25 56.97 ± 0.50 40.28 ± 1.55

Total  FAME yielda

(wt.%)
4.73 4.50 3.86 3.62 1.14 0.80 0.31

a Mass yield of lipids was expressed in relation to the oven-dry biomass.
b For scCO2+EtOH (1:1) after scCO2, the expanded uncertainty applies to the three extraction stages altogether.
c Determined as fatty acid methyl esters (FAMEs) using GC/FID according EN14103 (averages with their corresponding standard deviations).

Table 3
Normalized fatty acid profile of oven-dry M.  decolor biomass and its corresponding lipophilic materials obtained by Soxhlet extraction using ethanol and hexane, chloro-
form:methanol (2:1, vol/vol) in the ultrasound-assisted Bligh and Dyer method (B&D), and compressed fluids (propane and supercritical CO2).

Fatty acida Cn:mb Area (%) by GC-MS

In situ Ethanol in Soxhlet Hexane in Soxhlet Bligh and Dyer Compressed propane scCO2

Tetradecanoic (myristic) C14:0 nd nd nd nd 0.33 ± 0.01 0.31 ± 0.07
4,7,10-Hexadecatrienoic C16:3 0.44 ± 0.31 0.68 ± 0.20 1.06 ± 0.13 1.02 ± 0.08 1.81 ± 0.06 1.9 ± 0.15
4,7,10,13-Hexadecatetranoic C16:4 4.51 ± 0.09 3.88 ± 0.07 5.11 ± 0.88 5.17 ± 0.34 8.41 ± 0.31 9.32 ± 0.13
7,10-Hexadecadienoic C16:2 1.71 ± 0.01 1.38 ± 0.04 1.57 ± 0.22 1.64 ± 0.11 2.35 ± 0.06 2.68 ± 0.03
7-Hexadecenoic C16:1 4.27 ± 0.12 3.37 ± 0.03 3.91 ± 0.37 4.07 ± 0.26 4.41 ± 0.14 5.26 ± 0.04
9-Hexadecenoic (palmitoleic) C16:1 0.92 ± 0.07 0.65 ± 0.03 0.79 ± 0.05 0.88 ± 0.07 0.95 ± 0.03 1.02 ± 0.01
6-Hexadecenoic C16:1 1.16 ± 0.06 1.06 ± 0.12 1.39 ± 0.03 1.29 ± 0.08 2.45 ± 0.07 2.56 ± 0.07
Hexadecanoic (palmitic) C16:0 29.30 ± 0.28 29.41 ± 0.75 23.61 ± 0.58 29.38 ± 2.80 15.76 ± 0.46 16.12 ± 0.39
9,12,15-Octadecatrienoic (linolenic) C18:3 nd nd nd nd 0.56 ± 0.01 0.61 ± 0.01
6,9,12,15-Octadecatetraenoic C18:4 1.45 ± 0.04 1.70 ± 0.11 2.11 ± 0.06 2.09 ± 0.20 2.72 ± 0.10 2.92 ± 0.04
9,12-Octadecadienoic (linoleic) C18:2 11.88 ± 0.15 11.23 ± 0.27 13.5 ± 0.56 13.09 ± 0.36 15.54 ± 0.45 15.65 ± 0.34
9-Octadecenoic (oleic) C18:1 41.73 ± 1.44 41.23 ± 0.26 40.43 ± 0.31 36.72 ± 1.54 37.83 ± 1.83 37.52 ± 1.63
Octadecanoic (stearic) C18:0 1.58 ± 0.05 1.59 ± 0.09 1.77 ± 0.18 1.73 ± 0.08 0.81 ± 0.08 0.77 ± 0.06
Tetracosanoic (lignoceric) C24:0 0.43 ± 0.42 1.52 ± 0.25 1.57 ± 0.12 1.5 ± 0.72 0.87 ± 0.09 0.52 ± 0.04
15-Tetracosenoic (nervonic) C24:1 nd nd nd nd 1.54 ± 0.07 0.94 ± 0.11
Hexacosanoic (cerotic) C26:0 0.62 ± 0.74 2.31 ± 0.43 3.18 ± 0.17 1.41 ± 0.16 3.67 ± 0.25 1.93 ± 0.16

a Determined as fatty acid methyl esters (FAME) by GC–MS.
b Number of carbons in the fatty acid alkyl chain (n) in relation to the number of double bonds (m).

trast, extracts derived from compressed fluids contained 16.12%
of C16:0 while Soxhlet ethanol extracts contained nearly twice as
much of this SFA. Therefore, compressed fluids were more selec-
tive for extracting PUFAs compared to the performance of ethanol
or hexane in a Soxhlet apparatus (Fig. 4).

In general, unsaturated fatty acids corresponded to roughly 70%
and saturated fatty acids to the remaining 30% of the fatty acid
profile of M.  decolor extractable lipids, indicating that the biodiesel
production from this microalga would have satisfactory cold flow
properties [45]. Hence, according to this fatty acid profile, M.  decolor
could be a good feedstock for biodiesel production. However, high
percentages of unsaturated fatty acids, obtained particularly by
extraction with compressed fluids, may  lead to relatively poor
oxidation stabilities and, should this be the case, an appropriate
antioxidant additive must be used to adjust this fuel property to
acceptable levels [29,45–47].

4. Conclusion

Extraction of lipophilic materials from M.  decolor was  evaluated
using compressed propane, scCO2 and sequential steps of scCO2
followed by scCO2+EtOH, and yields were compared to extrac-

tion in a Soxhlet apparatus using ethanol and hexane, as well as
to the B&D method using chloroform:methanol (2:1, v/v). Among
conventional solvents, ethanol was preferred because, apart from
being environmentally friendly, it produced high extraction yields
(23.78 wt.% of oven-dry biomass) with FAME contents of 61.6%.
For extractions with compressed fluids using biomass with the
same average particle size, sequential extractions using scCO2
and scCO2+EtOH resulted in the highest total FAME yields, fol-
lowed by compressed propane and scCO2 alone. Also, compared
to Soxhlet, the use of ethanol as cosolvent in a sequential scCO2
extraction system resulted in lower organic solvent requirements
and higher total FAME yields, producing promising microalga
extracts with higher total ester contents for biofuel applica-
tions.
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RESUMO 

O cultivo de microalgas em consórcios tem sido adotado para aplicações no tratamento 

de efluentes bem como na produção de biomassa e bioativos. Fornece uma proteção em 

relação à invasão de outros microrganismos e apresenta uma elevada produtividade de 

biomassa com composição diversificada. O objetivo deste trabalho foi avaliar o cultivo 

em consórcio de microalgas selecionadas do banco de cultura do Laboratório de 

Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB) em meios de 

cultivo utilizando efluentes proveniente de biodigestor de dejetos de suínos e aves. Foram 

avaliados consórcio com cinco (C5) e com dez (C10) cepas cultivadas em meio com: 

biofertilizante de aves (BA), biofertilizante de suínos (BS) e biofertilizante de 

aves+suínos (BSA) em três diluições (1%, 2% e 4%), tendo como controle o cultivo em 

meio sintético WC. Os experimentos foram conduzidos em triplicata sob condições 

laboratoriais controladas. O BA 4% foi selecionado como o melhor meio para o 

desenvolvimento dos consórcios. O C5 demonstrou ser mais eficiente na remoção da 

amônia (91,6%) e fósforo (39,45%), embora o C10 tenha apresentado maior rendimento 

da cultura. Os consórcios apresentaram elevados teores de proteína destacando a 

influência do meio sobre os cultivos. Para carboidratos, os valores máximos obtidos 

foram para os C5. Os perfis de ácidos graxos apresentaram elevados teores de ácido α-

linolênico. Os ácidos graxos poliinsaturados foram dominantes nos consórcios em meios 

alternativos, ressaltando a viabilidade de adotar a estratégia de consórcios atuantes na 

remoção de nutrientes em efluentes aliada a produção de biomassa de baixo custo.  

 

Palavras-chave: Efluente de Ave, Efluente de Suíno, Proteína, Lipídios, Ácidos Graxos, 

Biofertilizante. 

  

mailto:evandrolira@cear.ufpb.br
mailto:luiscelso91@hotmail.com


 

 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA 

 

ISSN: 1696-8352 

Page 3 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.7, p. 01-25. 2024. 

ABSTRACT 

The cultivation of microalgae in consortia has been adopted for applications in the 

treatment of effluents as well as the production of biomass and bioactives. It provides 

protection against the invasion of other microorganisms and presents a high biomass 

productivity with a diverse composition. The objective of this work was to evaluate the 

consortium cultivation of microalgae selected from the culture bank of the Laboratory of 

Reef Environments and Biotechnology with Microalgae (LARBIM/UFPB) in cultivation 

media using effluents from a swine and chicken waste biodigester. A consortium with 

five (C5) and ten (C10) strains cultivated in medium with: chicken biofertilizer (BA), 

swine biofertilizer (BS) and chicken+swine biofertilizer (BSA) in three dilutions (1%, 2 

% and 4%), with cultivation in synthetic WC medium as control. Experiments were 

conducted in triplicate under controlled laboratory conditions. BA 4% was selected as the 

best means for developing consortia. C5 proved to be more efficient in removing 

ammonia (91.6%) and phosphorus (39.45%), although C10 showed higher crop yield. 

The consortia presented high protein levels, highlighting the influence of the environment 

on the crops. For carbohydrates, the maximum values obtained were for C5. The fatty 

acid profiles showed high levels of α-linolenic acid. Polyunsaturated fatty acids were 

dominant in consortia in alternative media, highlighting the feasibility of adopting the 

strategy of consortia active in the removal of nutrients in effluents combined with the 

production of low-cost biomass. 

 

Keywords: Chicken Effluent, Pig Effluent, Protein, Lipids, Fatty Acids, Biofertilizer. 

 

RESUMEN 

El cultivo de microalgas en consorcios se ha adoptado para aplicaciones en el tratamiento 

de efluentes así como en la producción de biomasa y bioactivos. Proporciona protección 

contra la invasión de otros microorganismos y presenta una alta productividad de biomasa 

con una composición diversa. El objetivo de este trabajo fue evaluar el cultivo en 

consorcio de microalgas seleccionadas del banco de cultivo del Laboratorio de Ambientes 

Arrecifales y Biotecnología con Microalgas (LARBIM/UFPB) en medios de cultivo 

utilizando efluentes de un biodigestor de desechos porcinos y avícolas. Un consorcio con 

cinco (C5) y diez (C10) cepas cultivadas en medio con: biofertilizante avícola (BA), 

biofertilizante porcino (BS) y biofertilizante avícola+porcino (BSA) en tres diluciones 

(1%, 2% y 4%) , con cultivo en medio sintético WC como control. Los experimentos se 

realizaron por triplicado en condiciones controladas de laboratorio. BA 4% fue 

seleccionado como el mejor medio para desarrollar consorcios. El C5 demostró ser más 

eficiente en la eliminación de amoníaco (91,6%) y fósforo (39,45%), aunque el C10 

mostró un mayor rendimiento del cultivo. Los consorcios presentaron altos niveles de 

proteína, destacando la influencia del medio ambiente en los cultivos. Para los 

carbohidratos los valores máximos obtenidos fueron para C5. Los perfiles de ácidos 

grasos mostraron niveles elevados de ácido α-linolénico. Los ácidos grasos 

poliinsaturados predominaron en los consorcios en medios alternativos, lo que pone de 

relieve la viabilidad de adoptar la estrategia de consorcios activos en la eliminación de 

nutrientes de los efluentes combinados con la producción de biomasa de bajo coste. 
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Palabras clave: Efluente Avícola, Efluente Porcino, Proteínas, Lípidos, Ácidos Grasos, 

Biofertilizante. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Grande quantidade de águas residuais são produzidas, principalmente devido a 

atividades antrópicas, como práticas agrícolas, urbanização e industrialização. O descarte 

de águas residuais sem tratamento adequado pode representar sérios problemas de 

poluição. Um dos grandes problemas associados ao lançamento contínuo de efluentes em 

corpos hídricos é o chamado fenômeno da eutrofização, o enriquecimento dos recursos 

hídricos em nutrientes, principalmente nitrogênio e fósforo. Este fenômeno é responsável 

pelo desenvolvimento de proliferação de algas, disseminação de plantas aquáticas, 

esgotamento de oxigênio e perda de espécies, resultando na degradação completa dos 

ecossistemas de água doce. Deste modo é necessário métodos de tratamento eficazes, 

capazes de reduzir as concentrações de nitrogênio e fósforo nas águas residuais antes de 

serem descarregadas em corpos naturais (Gonçalves et al., 2017). 

As microalgas são conhecidas por sua alta taxa fotossintética e produtividade de 

biomassa, sua capacidade de reduzir emissões de gases de efeito estufa e seu potencial na 

produção de uma ampla gama de compostos de interesse, como lipídios, carboidratos, 

proteínas, bem como compostos de valor agregado como pigmentos (beta-caroteno, 

astaxantina, luteína), ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs), entre outros. O cultivo de 

microalgas em águas residuais representa uma abordagem particularmente atrativa, pois 

combina o tratamento de águas residuais com a produção de biomassa (Javed et al., 2019), 

contribuindo assim para a mitigação dos impactos ambientais (Assis et al., 2023; Perreira 

et al., 2024). 

Elevados volumes efluentes gerados no setor agropecuário com cargas de 

nitrogênio, fosfato, carbono orgânico e substâncias tóxicas exigem etapas de tratamento 

antes do descarte na natureza (Nagarajan et al., 2019; Qu et al., 2021; Renuka et al., 2021; 

Avila et al., 2022). As microalgas são uma opção de tratamento biológico de águas 

residuárias (Soares; Martins; Gonçalves, 2019) que ao promover a incorporação da água 
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tratada em sistemas de reuso ainda são capazes de produzir uma biomassa composta por 

quantidades significativas de proteínas, carboidratos, lipídios e ácidos graxos que podem 

ser destinadas à aplicação em setores energéticos, condicionamento do solo ou até mesmo 

de alimentação animal (Franchino et al., 2016; Álvarez-Díaz et al., 2017; Ganeshkumar 

et al., 2018; Renuka et al., 2018; Nayak; Swain; Sen, 2019; Hussain et al., 2021; Ray; 

Nayak; Ghosh, 2022). As microalgas requerem grandes quantidades de nitrogênio e 

fósforo para seu crescimento, o que significa que esses microrganismos podem 

efetivamente absorver nitrogênio e fósforo das águas residuais. 

Os consórcios de microalgas pode ser uma alternativa ao tratamento de efluentes 

(Shahid et al., 2020), uma vez que são constituídos por mais de um organismo presente 

no meio, que por meio de relações simbióticas são apontadas com maior resistência à 

ataques de outros microrganismos e a presença de constituintes tóxicos em relação às 

monoculturas (Choudhary; Prajapati; Malik, 2016; Das et al., 2022). 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar o cultivo em consórcio de 

microalgas em meios utilizando efluentes proveniente de biodigestor de dejetos de suínos 

e aves, avaliando o potencial de remoção de nutrientes e o perfil de compostos da 

biomassa produzida. 

 

2 METODOLOGIA 

 

2.1 CONSÓRCIOS DE MICROALGAS 

 

Dois tipos de consórcio foram avaliados com cepas mantidas no banco de cultura 

de microalgas do Laboratório de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas 

(LARBIM) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). Sendo um, abrangendo dez 

cepas (C10): Monoraphidium litorale (D175 WC), Chlamydomonas sp. (D162 WC), 

Ankistrodesmus densus (D148 WC), Scenedesmus quadricauda (D447 WC), Pediastrum 

tetras (D137 WC), Neochlorispseudo estigmata (D33R), Scenedesmus communis (D150 

WC), Coelastrum microporum (D111 R), Scenedesmus quadricauda (D142 WC) e 

Pandorina cf morum (D194 WC); e outro abrangendo cinco cepas (C5): Monoraphidium 
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litorale (D175 WC), Ankistrodesmus densus (D148 WC), Scenedesmus quadricauda 

(D447 WC), Pediastrum tetras (D137 WC) e Scenedesmus quadricauda (D142 WC). As 

cepas utilizadas foram isoladas de distintos ambientes dulcícolos da região Nordeste do 

Brasil. Para a seleção, buscou-se utilizar microalgas que ainda não foram caracterizadas 

quanto a composição bioquímica: Os consórcios foram cultivados em meio sintético WC 

(Guillard; Lorenzen, 1972) e nos meios alternativos: (1) biofertilizante proveniente de 

biodigestor com dejetos de aves (BA), (2) biofertilizante proveniente de biodigestor com 

dejetos de suínos (BS) e (3) biofertilizante proveniente de biodigestor com mix de dejetos 

de suínos e aves (BSA), cada um em três diluições (1%, 2% e 4%). 

 

2.2 MEIOS DE CULTIVO 

 

Os biofertilizantes utilizados na pesquisa como composição do meio de cultivo 

alternativo dos dois consórcios, foram obtidos a partir do processo de biodigestão de 

dejetos de aves, suínos e a mistura (suínos e aves) em biodigestor localizado na área 

externa do LARBIM/UFPB. 

Os biofertilizantes produzidos passaram pelo processo de filtração para remoção 

de sólidos e particulados presentes, em seguida foram esterilizados em autoclave (121°C 

por 30 minutos) e por fim acondicionados em frasco estéril e ambiente refrigerado. A 

caracterização dos parâmetros físicos e químicos dos biofertilizantes estudados tais como 

condutividade elétrica, sólidos totais e turbidez, cloretos, dureza, nitrito, nitrato, amônia, 

fósforo total e pH foi realizada Laboratório de Referência em dessalinização (LABDES 

– UFCG/CCT/DEQ). 

 

2.3 CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

Os consórcios foram avaliados em três condições dos biofertilizantes estudados 

(BA, BS, BSA): 1%, 2%, 4% com o acréscimo de uma solução de NPK 10% (m/V) 

usando 1mL/L. Os experimentos foram conduzidos em frascos erlenmeyer de 250 mL, 

contendo 200 mL de meio e 2 mL de inóculo. 
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Os consórcios foram cultivados em balões de 6L contendo 5L do meio alternativo 

que apresentou os melhores índices de crescimento e rendimento da biomassa na etapa 

anterior e 50 mL de inóculo. Também foram cultivados no meio sintético WC (Guillard; 

Lorenzen, 1972). 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata sob condições laboratoriais 

controladas 25 ± 1 °C, iluminação fornecida por lâmpadas fluorescentes tipo luz-do-dia 

(150 µmol.fótons/cm2) sob fotoperíodo de 12 h, com aeração (0,12 L/h). O 

desenvolvimento da cultura foi acompanhado fluorescência in vivo (Fluorômetro Turner-

Design 10005R) no intervalo de 48 horas por um período de 15 dias, em seguida os 

experimentos foram interrompidos. 

As biomassas produzidas foram então concentradas por centrifugação a 18°C 

(centrífuga Nova técnica NT 825), congeladas em ultrafreezer a -30°C e liofilizadas 

(liofilizador Terroni). Os resultados da produção de biomassa foram expressos em peso 

seco, calculado por análise gravimétrica. 

 

2.4 PRODUÇÃO DA BIOMASSA 

 

O peso seco da biomassa (g/L) foi estimado pelo método gravimétrico utilizando 

filtros Whatman, GF/C de fibra de vidro de 47 mm. A concentração da biomassa (B, g/L) 

foi usada para calcular a produtividade (P, g/L d), (Δt) o intervalo de tempo em dias pela 

equação 1 (Moreira et al., 2016). 

 

𝑃 =
𝐵𝑡−𝐵0

∆𝑡
              (1) 

 

2.5 COMPOSIÇÃO BIOQUÍMICA DA BIOMASSA DE MICROALGAS 

 

Proteínas hidrossolúveis foram quantificadas segundo a metodologia de Lowry et 

al. (1951) adaptado por Derner et al. (2006); os carboidratos foram quantificados de 

acordo com a metodologia de Kochert (1978), adaptado por Derner et al. (2006) e os 

lipídios foram determinados seguindo a metodologia de Bligh e Dyer (1959). 
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2.6 PERFIL DE ÉSTERES METÍLICOS DE ÁCIDOS GRAXOS – FAMEs 

 

O rendimento e a análise do perfil de ésteres metílicos de ácidos graxos foram 

preparados por transesterificação direta das biomassas de microalgas, adaptada para 

microescala (Menezes et al., 2013). Os ésteres metílicos obtidos no processo foram 

identificados usando um cromatógrafo de gás (ThermoScientific - CG / FID - FOCUS) 

equipado com um ionizador de chama detector (FID) e coluna capilar Supelco SP2560 

(100 m × 0,25 mm × 0,2 μm), usando nitrogênio como gás de arraste (0,072 L/h). As 

temperaturas do injetor e do detector eram 230°C e 270°C, respectivamente. A 

temperatura da coluna foi programada como 40°C por 3 min, depois, a 180°C por 5 min 

com uma rampa de temperatura de 10°C por min, então, para, 220°C por 3 min com uma 

rampa de temperatura de 10°C min alcançando uma temperatura final de 240°C mantida 

por 25 min com uma temperatura rampa de 20◦C por min. O volume da amostra injetada 

foi de 1 μL, com um Split proporção de 10:1. Os picos foram integrados e comparados 

usando Supelco ™ 37 padrões de componentes FAME MIX. 

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todas as análises foram realizadas em triplicata e tiveram seus resultados 

expressos com o valor médio e desvio padrão (DP) correspondente. Os dados das 

variáveis estudadas foram analisados quanto à normalidade e homocedasticidade através 

do teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Quando as variâncias não 

demonstraram normalidade, os dados foram transformados na base 10. Os resultados 

paramétricos foram submetidos à análise de variância (ANOVA), seguida por múltiplas 

comparações usando o HSD Teste de Tukey (p <0,05). Todos os tratamentos estatísticos 

foram feitos no software Statistica 7.0, com nível de significância de 5%, seguindo as 

recomendações de Zar (2010). 

A metodologia de um artigo delineia os procedimentos empregados para conduzir 

a pesquisa, incluindo o tipo de estudo, a seleção da amostra, os métodos de coleta e análise 

de dados, considerações éticas e limitações do estudo. Sua descrição detalhada e 
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transparente é essencial para garantir a replicabilidade e a confiabilidade dos resultados, 

além de proporcionar uma base sólida para a interpretação e a generalização dos achados. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.1 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DOS BIOFERTILIZANTES BA, BS e 

BSA 

 

Os biofertilizantes foram caracterizados em seu estado bruto, ou seja, sem as di-

luições, os dados estão apresentados na Tabela 1. Os efluentes BA e BSA apresentaram 

teores significativos de fósforo total (2068,4 e 1484,2 mg/L, respectivamente) enquanto 

BS demonstrou pobre em relação a este nutriente. A fonte de nitrogênio é fundamental 

para o crescimento das espécies e produção da biomassa convertida em biomoléculas de 

valor agregado (Chiu et al., 2015; Razzak et al., 2013). Para este estudo, a amônia de-

monstrou como a principal fonte de nitrogênio nos efluente de origem animal enquanto 

nitrato e nitrito tiveram índices baixos. 

Turbidez e sólidos totais dissolvidos (STD) também são parâmetros de interesse 

para o crescimento das espécies. Os efluentes utilizados na pesquisa apresentaram altos 

valores para esses parâmetros. Elevados teores de turbidez implicam numa baixa 

incidência luminosa na cultura afetando a fotossíntese (Kim et al., 2016) enquanto a 

presença de STD sugerem a disponibilidade de macro e micronutrientes que são utilizados 

para o desenvolvimento do cultivo (Calixto, 2016), entretanto elevados índices de STD 

são considerados um fator limitante para o crescimento sendo necessário etapas pré-

tratamento do efluente para diminuição destes parâmetros (Chuka-Ogwude; Ogbonna; 

Moheimani, 2020). Como os valores de turbidez e STD estavam elevados foi feita a opção 

de usar os efluentes de forma diluída no preparo dos meios de cultivo para os consórcios 

de microalgas. 
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Tabela 1- Parâmetros físico-químicos do biofertilizantes de aves (BA), biofertilizante de suínos (BS) e 

biofertilizante de Suínos+Aves (BSA) 

Parâmetros Biofertilizante 

de Aves (BA) 

Biofertilizante 

Suínos (BS) 

Biofertilizante de Su-

ínos+Aves (BSA) 

Nitrato (N-NO3
-), mg/L 48,33 23,64 116,42 

Nitrito (N-NO2
-), mg/L 2,205 1,088 3,939 

Amônia (NH4
+), mg/L 1958,54 1165,12 1871,34 

Fósforo Total mg/L 2068,4 365,8 1484,2 

Dureza em Cálcio (Ca++), mg/L 24,00 60 33,0 

Dureza em Magnésio Mg++), mg/L 28,8 57,6 20,4 

Cloreto (Cl-), mg/L 514,8 262,7 266,3 

Condutividade elétrica µmho/cm a 25 

ºC 

23120,0 9870,0 14190,0 

Sólidos Totais Dissolvidos a 180 ºC 

(STD), mg/L 

6214,9 3014,7 10219,1 

Turbidez (NTU) >1000 >1000 >1000 

pH 6,8 7,5 7,3 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

3.2 PARÂMETROS DE CRESCIMENTO DOS CONSÓRCIOS EM CONCENTRA-

ÇÕES DISTINTAS NOS BIOFERTILIZANTES BA, BS E BSA 

 

Com a finalidade de avaliar o meio mais adequado para os consórcios estudados, 

foram realizadas medidas de fluorescência e rendimento da biomassa microalgal. Os 

cultivos tiveram duração aproximada de 15 dias e apresentaram respostas diferentes para 

cada tipo de efluente em suas respectivas concentrações (Figura 1). O melhor desempenho 

foi para os consórcios cultivados nas concentrações de 4% de meio alternativo, 

destacando-se o consórcio em biofertilizante de aves (BA). 
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Figura 1 – Curvas de crescimento dos consórcios de microalgas cultivados nos diferentes meios 

alternativos. 

 

 
Fonte: Dados da pesquisa. 

 

A) Consórcio de 10 cepas; B) Consórcio de 5 cepas. Onde: CBA= Consórcio em 

biofertilizante de aves, CBS= Consórcio em biofertilizante de suínos e CBSA= Consórcio 

em biofertlizante de aves e suínos, nas suas respectivas concentrações. 
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Em termos de rendimento, ambos consórcios apresentarem variações nos 

diferentes meios e concentrações avaliadas. Para os dois consórcios (C5 e C10), houve a 

preferência das espécies pelos meios com maior concentração de biofertilizantes (4%) 

(Figura 2), entretanto o meio que apresentou os maiores rendimentos da biomassa foi o 

de biofertilizante de aves (CBA), cuja principal fonte de nitrogênio (NH4
+) e fósforo total 

estava em maior abundância em relação aos demais meios alternativos (Tabela 1). 

 

Figura 2 – Rendimentos dos consórcios cultivados nos diferentes meios alternativos 
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CBA= Consórcio em biofertilizante de aves, CBS= Consórcio em biofertilizante de suínos e CBSA= 

Consórcio em biofertlizante de aves e suínos, nas suas respectivas concentrações. (C10= Consórcio de 

dez cepas; C5= Consórcio de cinco cepas) 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

De acordo com Gonçalves et al., (2017) os principais nutrientes necessários para 

o crescimento das microalgas são o carbono, o nitrogênio e o fósforo. Embora as 

microalgas tenham sido aplicadas com sucesso na remoção de nutrientes de diferentes 

águas residuais, é difícil manter uma monocultura de microalgas nestes processos. Assim 

o uso de consórcios de microalgas em relação a culturas de uma única espécie pode ser 

vantajoso. Processos complexos de degradação, que seriam difíceis de realizar utilizando 

monoculturas, podem beneficiar da utilização de consórcios de microalgas. 
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Após a seleção do meio alternativo (BA 4%), os consórcios foram cultivados em 

escala ampliada no período de 13 dias para a obtenção e caracterização das biomassas. A 

Figura 3 mostra as curvas de crescimento para os dois consócios avaliados. 

Embora tenha apresentado inicialmente o crescimento superior, o C10 foi 

ultrapassado pelo C5, que se manteve em crescimento. Tal comportamento pode ser 

atribuído à presença de mais espécies de microalgas no primeiro consórcio que implica 

na competitividade pelos nutrientes disponíveis e inibição do crescimento (Luo; Le-

Clech; Henderson, 2020). 

 

Figura 3 – Curva de crescimento dos consórcios cultivados em meio alternativo BA 4% 

 
Fonte: Dados da pesquisa. 
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todos os microrganismos existem na forma de consórcios mistos, partilhando múltiplas 

relações entre si; simbiótico, comensalismo, mutualismo, competição, etc (Ray, Nayak, 

Ghosh, 2022). Provavelmente no cultivo C5 as relações são de maior interação que no 

cultivo C10. 

A Tabela 2 apresenta os resultados de rendimento e produtividade dos consórcios 

em meio sintético e no meio com  BA4%. Os consórcios apresentaram diferenças 

significativas (F= 6192; df = 3; p<0,05). Foram observados elevados índices de 

produtividade e rendimento das biomassas avaliadas. Os resultados obtidos por Calixto 
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et al., (2016) para cultivos individuais de microalgas em meio de biocomposto de aves 

foram inferiores aos dos consórcios cultivados em biofertilizante de aves da presente 

pesquisa (CBA 4%). 

 

Tabela 2 – Rendimento e produtividade dos consórcios em meio sintético e alternativo 

Consórcios estudados Rendimento (mg/L) Produtividade (mg/Ldia) 

CS5 640,1a±1,15 42,7a±0,07 

C5 541c±1,00 36,1c±0,07 

CS10 532,7d±1,55 31,51d±0,07 

C10 599,3b±1,55 39,56b±0,07 

CS5 = Consórcio de 5 cepas em meio sintético; C5= Consórcio de 5 cepas em biofertilizante de aves 4%; 

CS10 = Consórcio de 10 cepas em meio sintético; C10= Consórcio de 10 cepas em biofertilizante de aves 

4%. Valores expressos com o valor médio e desvio padrão. Valores marcados com letras iguais na mesma 

coluna não diferem estatisticamente (ANOVA e Teste de Tukey, p < 0,05). 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Para o C5, os rendimentos no meio sintético se sobressaíram em relação ao meio 

alternativo, em contrapartida, o C10 apresentou melhores rendimentos em meio 

alternativo. Em seu estudo Stockenreiter et al., (2016) buscou avaliar o efeito dos 

consórcios de três, cinco e sete espécies em águas residuais municipais e relatou que a 

produção média de biomassa total, medida como peso seco no dia final do experimento 

87,7 ± 24,7, 132,5 ± 21,5 e 156,6 ± 8,4 mg/L, para comunidades mistas de três, cinco e 

sete espécies, respectivamente. Para o presente estudo, ficou evidenciado que as relações 

de consumo variam das espécies e composição química do meio. 

Ambos os consórcios apresentam resultados promissores para a produção de 

biomassa no meio adotado. O estudo voltado para as relações simbióticas das espécies 

que sejam tolerantes a diferentes meios pode viabilizar a produção de biomassa útil ao 

mesmo tempo que é conduzida uma finalidade ao efluente gerado em diferentes processos 

(Gonçalves; Pires; Simões, 2016; Medeiros et al., 2020). 

A Tabela 3 apresenta o potencial de remoção de nutrientes do BA4%. O cultivo 

C5 apresentou maior eficiência na remoção de amônia, nitrito e fósforo, exceto para o 

NO3
- que teve o dobro de remoção para o C10 (57,7%). A amônia, foi o nutriente mais 

consumido pelos consórcios tendo uma taxa de remoção de 91,6% e 63,7% para C5 e 

C10, respectivamente. 

 



 

 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA 

 

ISSN: 1696-8352 

Page 15 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.7, p. 01-25. 2024. 

Tabela 3 – Remoção do efluente BA 4% pelos dois tipos de consórcios 

 BA 4% * CE5 CE10 

Nitrato (N-NO3
-), mg/L 0,26 0,19 0,11 

Nitrito (N-NO2
-), mg/L 0,013 0,010 0,012 

Amônia (NH4
+), mg/L 37,43 3,13 13,56 

Fósforo Total mg/L 98,6 59,7 88,1 

BA 4% * = Biofertilizante de aves na concentração inicial antes dos cultivos em consórcios; C5 = 

Consórcio de 5 cepas em biofertilizante de aves 4%; C10 = Consórcio de 10 cepas em biofertilizante de 

aves 4%. 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

O fósforo foi o segundo constituinte mais consumido pelo C5 (39,45%). Os 

resultados demonstram que o consórcio com 5 espécies foi mais eficiente no consumo 

dos nutrientes presentes no meio e consequentemente uma maior taxa de crescimento em 

relação ao consórcio de 10 cepas (Figura 3). A presença de mais espécies sugere uma 

maior competitividade no meio o que pode acarretar na inibição do crescimento da cultura 

(Ray; Nayak; Ghosh, 2022). 

Além disso a amônia presente no meio também pode ter sido um fator 

determinante para o desenvolvimento das espécies em ambos os consórcios, uma vez que 

este nutriente pode ser tóxico em algumas concentrações (Chuka-Ogwude; Ogbonna; 

Borowitzka, 2020; Lee et al., 2021). 

 

3.3 COMPOSIÇÃO BIOQUÍMICA DA BIOMASSA DE MICROALGAS 

 

De acordo com Perreira et al., (2024), a obtenção de biomassa de microalgas 

requer o desenvolvimento de estratégias específicas para superar alguns desafios no 

cultivo em águas residuais. Altas concentrações de nutrientes, poluentes tóxicos 

emergentes, patógenos e corantes orgânicos, presentes em águas residuais podem limitar 

a atividade fotossintética e as microalgas crescimento. As fontes de carbono e nitrogênio 

disponibilizadas no meio de cultura também podem impactar as características 

fisiológicas e bioquímicas, como as composições de proteínas, carboidratos, clorofila e 

ácidos graxos das microalgas. Além desses fatores, as cepas de microalgas e as condições 

de cultivo, como disponibilidade de luz, temperatura e pH, também podem afetar a 

produção de biomassa e o acúmulo de biocompostos. 
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A biomassa dos consórcios em meio alternativo apresentou valores elevados para 

proteínas (27,79 – 58,23 g/100g), seguido por carboidratos (9,48 – 16,35 g/100g). Os 

valores de carboidrato e proteína apresentaram diferenças significativas (p<0,05), 

enquanto os lipídios dos consórcios não diferiram estatisticamente (p>0,05) (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Composição bioquímica dos consórcios cultivados em meio sintético (CS5, CS10) e em meio 

alternativo BA4% (C5, C10). 

 Composição (g/100g) 

Cepas estudadas Carboidrato Proteína Lipídio 

CS5 12,73b ± 0,86 31,37c± 3,88 8,04a±1,41 

C5 16,35a ± 1,57 58,23a± 1,98 7,84a± 0,30 

CS10 9,48b±1,58 27,79c±1,72 6,47a±1,60 

C10 11,53b±1,48 41,08b±3,13 6,27a±1,09 

Valores expressos com o valor médio e desvio padrão. Valores marcados com letras iguais na mesma 

coluna não diferem estatisticamente (ANOVA e Teste de Tukey, p < 0,05). 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Em termos de conteúdo de proteínas (F=55,91024; df = 3; p= 0,001434), C5 foi o 

consórcio com maiores valores, aproximadamente duas vezes maior que CS10, os 

consórcios cultivados em meios alternativos apresentaram maiores teores de proteína que 

os cultivos em meio sintético. Portanto, fica evidente que para este componente, a 

influência do meio sobre os consórcios foi predominante e independente dos números de 

espécies disponíveis, sendo melhor o cultivo no meio composto de BA 4%. Choudhary; 

Prajapati e Malik, (2016) ao avaliarem o desenvolvimento de nove consórcios em águas 

residuais rurais obtiveram elevados percentuais de proteínas (54%), seguido de lipídios 

(32%) e carboidratos (10%) para o consócio Chlorella, Phormidium em esterco de gado. 

O conteúdo de carboidratos (F=14,20873; df=3; p<0,01) foi majoritário no C5 

enquanto CS5, C10 e CS10 não diferiram estatisticamente. Os resultados para conteúdo 

lipídico (F= 1,6466; df=3; p=0,254416) da biomassa não demonstraram diferença 

significativa para os consórcios sugerindo que para este componente o meio alternativo e 

consórcios não tiveram influência na sua composição. 

Amônia (NH4
+) foi adotada como principal fonte de nitrogênio do meio 

alternativo selecionado para os dois consórcios da pesquisa. As respostas de maiores 

índices de remoção deste nutriente para C5 corroboram com o fato de que para este tipo 
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de consórcio os teores de proteínas e carboidratos terem sidos maiores que para o C10 

(Calixto et al., 2016; Ferreira et al., 2018; Medeiros et al., 2020). 

Os resultados apresentados revelam a necessidade de mais estudos voltados para 

o entendimento das relações simbióticas das espécies nos meios e a implementação de 

critérios de seleção de espécies que garantam robustez no conteúdo da biomassa obtida 

(Razzak et al., 2013; Aketo et al., 2020). 

 

3.4 COMPOSIÇÃO DOS ÁCIDOS GRAXOS DOS CULTIVOS 

 

O conteúdo dos ésteres metílicos varia para cada espécie, porém a literatura 

reporta que estas são predominantemente compostas por ácido palmítico (C16:0), ácido 

palmitoléico (C16:1), ácido esteárico (C18:0), ácido oleico (C18:1), ácido linoléico 

(C18:2) e ácido linolênico (C18:3) (Araújo, 2018). Foi determinado o perfil de ácidos 

graxos nas amostras dos consórcios da pesquisa (Tabela 5). 

O ácido α-linolênico (C18:3 n3) é um ácido essencial que não é sintetizado por 

humanos e, portanto, consumido através de outras fontes como frutas, vegetais e 

alimentos de origem animal que compõem a dieta alimentar do indivíduo. Este ácido foi 

o que apresentou os maiores índices para ambos os consórcios em meio alternativo, sendo 

mais que o dobro para C5 e C10 em relação ao meio sintético, respectivamente. Este 

resultado pode sugerir a aplicação dessa biomassa como conteúdo dietético para 

enriquecimento de ração animal. 

Para o ácido oleico (C18:1 n9 c), os consórcios nos meios sintéticos foram 

aproximadamente o dobro dos consórcios no biofertilizante de aves. Cheng et al., (2020) 

ao realizarem o cultivo de monoculturas e consórcios de Tribonema sp. e Chlorella 

zofingiensis em efluente de suínos diluída em água residual de peixes de água doce 

relataram para o ácido oleico valores próximos para as condições avaliadas (6,47 – 

7,33%). Afirmando a influência que o meio possui sobre a composição dos ácidos graxos 

na biomassa (Medeiros et al., 2020). 
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Tabela 5– Perfil de ésteres metílicos dos consórcios em meio sintético e meio alternativo 

N.D= Não Detectado. 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

O ácido α-linolênico (C18:3 n3) é um ácido essencial que não é sintetizado por 

humanos e, portanto, consumido através de outras fontes como frutas, vegetais e 

alimentos de origem animal que compõem a dieta alimentar do indivíduo. Este ácido foi 

o que apresentou os maiores índices para ambos os consórcios em meio alternativo, sendo 

mais que o dobro para C5 e C10 em relação ao meio sintético, respectivamente. Este 

resultado pode sugerir a aplicação dessa biomassa como conteúdo dietético para 

enriquecimento de ração animal. 

Para o ácido oleico (C18:1 n9 c), os consórcios nos meios sintéticos foram 

aproximadamente o dobro dos consórcios no biofertilizante de aves. Cheng et al., (2020) 

ao realizarem o cultivo de monoculturas e consórcios de Tribonema sp. e Chlorella 

zofingiensis em efluente de suínos diluída em água residual de peixes de água doce 

relataram para o ácido oleico valores próximos para as condições avaliadas (6,47 – 

7,33%). Afirmando a influência que o meio possui sobre a composição dos ácidos graxos 

na biomassa (Medeiros et al., 2020). 

Ésteres metílicos de ácidos graxos (%) CS5 CE5 CS10 CE10 

Ácido láurico (C12:0) N.D 2,30 N.D 2,12 

Ácido mirístico (C14:0) 2,26 3,02 2,68 2,97 

Ácido pentadecílico (C15:0) 1,44 1,84 1,59 1,8 

Ácido palmítico (C16:0) 12,37 9,62 16,42 12,07 

Ácido margárico (C17:0) 4,80 N.D 5,31 N.D 

Ácido esteárico (C18:0) 5,20 4,70 6,29 4,65 

Ácido araquídico (C20:0) N.D N.D 4,33 N.D 

Ácidos graxos saturados (SFA) 26,07 21,48 36,62 23,61 

Ácido palmitoleico (C16:1) N.D N.D N.D 3,24 

Ácido oleico (C18:1 n9 c) 32,93 13,98 30,42 15,36 

Ácidos graxos monoinsaturados 

(MUFA) 
32,93 13,98 30,42 18,6 

Ácido linoleico (C18:2 n6 c) 14,93 12,97 12,9 14,11 

Ácido α-linolênico (C18:3 n3) 23,39 51,58 20,06 41,1 

Ácido γ-linolênico (C18:3 n6) 2,68 N.D N.D 2,59 

Ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) 41 64,55 32,96 57,8 
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As variações para ácido palmítico e linoleico para os dois consórcios no meio 

sintético e meio alternativo foram mínimas, o que sugere a viabilidade de cultivo dos 

consórcios no meio alternativo. Ao realizar o cultivo de monoculturas em diferentes 

meios alternativos, Calixto et al., (2016) relataram elevados percentuais para ácido 

palmítico nas biomassas. Essas divergências são comuns e geralmente se associam ao 

desempenho das espécies nos meios. 

Sharma et al., (2020) cultivaram dois consórcios com espécies diferentes e 

indicaram que os perfis de ácidos graxos foram melhores quando cultivados em águas 

residuárias destacando a potencialidade da biomassa obtida em ser aplicada na produção 

de biodiesel. A predominância dos ácidos graxos poliinsaturados nos consórcios em 

meios alternativos demonstra que essas combinações de microalgas são capazes de 

produzir uma biomassa de potencial aplicação, como por exemplo, o enriquecimento de 

ração animal e a minimização dos custos do processo com o aproveitamento do efluente. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Os cultivos realizados demonstraram a capacidade dos consórcios de atuarem em 

diferentes tipos de biofertilizantes, destacando que os maiores rendimentos foram obtidos 

nas maiores concentrações de meio alternativo (4%). O biofertilizante adotado como ideal 

foi o BA 4% visto que propiciou um bom crescimento e rendimento de ambos os 

consórcios. Foi observado o potencial de remoção dos componentes presentes nos meios 

pelos dois consórcios, sendo o C5 mais eficiente no consumo dos nutrientes destacando 

o elevado consumo de amônia pelo consórcio. 

Elevados teores de proteínas foram identificados para ambos os consórcios 

cultivados em meio alternativo comparados ao meio sintético. O C5 teve maiores 

percentuais de carboidrato sendo superiores ao C10, CS5 e CS10. 

Os consórcios em meio alternativo apresentaram elevados teores de ácidos gráxos 

poliinsaturados confirmando a viabilidade de utilizar esse mecanismo como potencial 

fonte de obtenção de compostos aliado ao baixo custo para produção comercial. 
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Ressalta-se que sejam feitos mais estudos para a descoberta de espécies resistentes 

aos meios com elevadas concentrações de nutrientes e que exerçam relações simbióticas 

para remoção destes, afim de que seja obtida uma biomassa de baixo custo comercial e 

potencial aplicabilidade. 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico - CNPq (Chamada 

MCTI/CNPq Nº20/2017 - Nexus II), a Fundação de Apoio à Pesquisa do Estado da Para-

íba - FAPESQ-PB e ao Programa de Pós-Graduação em Engenharia Química-PPGEQ da  

Universidade Federal da Paraíba-UFPB. 

  



 

 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA 

 

ISSN: 1696-8352 

Page 21 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.7, p. 01-25. 2024. 

REFERÊNCIAS 

 

AKETO, T., HOSHIKAWA, Y., NOJIMA, D., YABU, Y., MAEDA, Y., YOSHINO, 

T., TANAKA, T. Selection and characterization of microalgae with potential for 

nutrient removal from municipal wastewater and simultaneous lipid production. 

Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 129, n. 5, p. 565–572, 2020. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.jbiosc.2019.12.004 

ÁLVAREZ-DÍAZ, P. D., RUIZ, J., ARBIB, Z., BARRAGÁN, J., GARRIDO-PÉREZ, 

M. C., & PERALES, J. A. Freshwater microalgae selection for simultaneous wastewater 

nutrient removal and lipid production. Algal Research, v. 24, p. 477–485, 2017. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.algal.2017.02.006 

ARAÚJO, B.V.S, Metabólitos de Interesse à Indústria Alimentícia, produzidos por 

Microalgas Isoladas da Região Nordeste do Brasil. João Pessoa, 143 p. Tese 

(Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos, 

Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, 2018. 

ASSIS T. C.; CALIJURI, M. L.; ASSEMANY, P. P.; PEREIRA, A. S. A. P; MARTINS, 

M. A. Using atmospheric emissions as CO2 source in the cultivation of microalgae: 

Productivity and economic viability, Journal of Cleaner Production, 2019. 

https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2019.01.093 

AVILA, R., JUSTO, Á., CARRERO, E., CRIVILLÉS, E., VICENT, T., & 

BLÁNQUEZ, P. Water resource recovery coupling microalgae wastewater treatment 

and sludge co-digestion for bio-wastes valorisation at industrial pilot-scale. 

Bioresource Technology, v. 343, p. 126080, 2022. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.126080 

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extaction and purification. 

Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, v. 37, p. 911–917, 1959. 

CALIXTO, C. D., DA SILVA SANTANA, J. K., DE LIRA, E. B., SASSI, P. G. P., 

ROSENHAIM, R., DA COSTA SASSI, C. F., SASSI, R. Biochemical compositions 

and fatty acid profiles in four species of microalgae cultivated on household sewage and 

agro-industrial residues. Bioresource Technology, v. 221, p. 438–446, 2016. 

DOI:https://doi.org/10.1016/j.biortech.2016.09.066 

CALIXTO, C. D. Potencial de microalgas regionais cultivadas em meios 

alternativos para produção de biodiesel. João Pessoa, 155 p.Tese (Doutorado em 

Química) – Programa de Pós-Graduação em Química, Universidade Federal da Paraíba, 

João Pessoa, 2016. 

CHENG, P., CHENG, J. J., COBB, K., ZHOU, C., ZHOU, N., ADDY, M., RUAN, R. 

Tribonema sp. and Chlorella zofingiensis co-culture to treat swine wastewater diluted 

with fishery wastewater to facilitate harvest. Bioresource Technology, v. 297, p. 

122516, 2020. DOI: https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.122516 

https://doi.org/10.1016/j.jbiosc.2019.12.004
https://doi.org/10.1016/j.algal.2017.02.006
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2019.01.093
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.126080
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2016.09.066
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.122516


 

 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA 

 

ISSN: 1696-8352 

Page 22 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.7, p. 01-25. 2024. 

CHIU, S. Y., KAO, C. Y., CHEN, T. Y., CHANG, Y. B., KUO, C. M., LIN, C. S. 

Cultivation of microalgal Chlorella for biomass and lipid production using wastewater 

as nutrient resource. Bioresource Technology, v. 184, p. 179–189, 2015. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.11.080 

CHOUDHARY, P.; PRAJAPATI, S. K.; MALIK, A. Screening native microalgal 

consortia for biomass production and nutrient removal from rural wastewaters for 

bioenergy applications. Ecological Engineering, v. 91, p. 221–230,2016. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.ecoleng.2015.11.056 

CHUKA-OGWUDE, D.; OGBONNA, J.; MOHEIMANI, N. R. A review on microalgal 

culture to treat anaerobic digestate food waste effluent. Algal Research, v. 47, p. 

101841, 2020. DOI: https://doi.org/10.1016/j.algal.2020.101841 

DAS, P.K.; RANI, J.; RAWAT, S.; KUMAR, S. Microalgal co-cultivation for biofuel 

production and bioremediation: current status and benefits. BioEnergy Research, 

v. 15, n. 1, p. 1-26, 2022. DOI: https://doi.org/10.1007/s12155-021-10254-8 

DERNER, R. B., OHSE, S., VILLELA, M., CARVALHO, S. M. D., FETT, R. 

Microalgas, produtos e aplicações. Ciência Rural, v. 36, n. 6, p. 1959– 1967, 2006. 

DOI: https://doi.org/10.1590/S0103-84782006000600050 

FERREIRA, A., MARQUES, P., RIBEIRO, B., ASSEMANY, P., DE MENDONÇA, 

H. V., BARATA, A., ... GOUVEIA, L. Combining biotechnology with circular 

bioeconomy: From poultry, swine, cattle, brewery, dairy and urban wastewaters to 

biohydrogen. Environmental Research, v. 164, p. 32–38, 2018. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.envres.2018.02.007 

FRANCHINO, M., TIGINI, V., VARESE, G. C., SARTOR, R. M., BONA, 

F.  Microalgae treatment removes nutrients and reduces ecotoxicity of diluted piggery 

digestate. Science of The Total Environment, v. 569–570, p. 40–45, 2016. 

DOI:https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.06.100 

GANESHKUMAR, V., SUBASHCHANDRABOSE, S. R., DHARMARAJAN, R., 

VENKATESWARLU, K., NAIDU, R., MEGHARAJ, M. Use of mixed wastewaters 

from piggery and winery for nutrient removal and lipid production by Chlorella sp. 

MM3. Bioresource Technology, v. 256, p. 254–258, 2018. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.02.025 

GONÇALVES, A. L.; PIRES, J. C. M.; SIMÕES, M. Biotechnological potential of 

Synechocystis salina co-cultures with selected microalgae and cyanobacteria: Nutrients 

removal, biomass and lipid production. Bioresource Technology, v. 200, p. 279–286, 

2016. DOI: https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.10.023 

GONÇALVES, A. L., PIRES, J. C. M., & SIMÕES, M. A review on the use of 

microalgal consortia for waste water treatment. Algal Research, 24, 403–415, 2017.  

https://doi.org/10.1016/J.ALGAL.2016.11.008 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.11.080
https://doi.org/10.1016/j.ecoleng.2015.11.056
https://doi.org/10.1016/j.algal.2020.101841
https://doi.org/10.1007/s12155-021-10254-8
https://doi.org/10.1016/j.envres.2018.02.007
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.06.100
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.02.025
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.10.023


 

 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA 

 

ISSN: 1696-8352 

Page 23 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.7, p. 01-25. 2024. 

GUILLARD, R. R. L.; LORENZEN, C. J. Yellow-green algae with chlorophyllidc. 

Journal of Phycology, v.8, p.10-14, 1972. 

JAVED, F.; Aslam, M.; Rashid, N.; Shamair, Z.; Khan, A.L.; Yasin, M., Fazal, T.; 

Hafeez, A.; Rehman, F.; Rehman, M. S. U.; Khan, Z.; Iqbal, J.; Bazmi, A. A. 

Microalgae-based biofuels, resource recovery and waste water treatment: a pathway 

towards sustainable biorefinery. Fuel, v. 255, 2019. 

https://doi.org/10.1016/j.fuel.2019.115826 

HUSSAIN, F., SHAH, S. Z., AHMAD, H., ABUBSHAIT, S. A., ABUBSHAIT, H. A., 

LAREF, A., IQBAL, M. Microalgae an ecofriendly and sustainable wastewater 

treatment option: Biomass application in biofuel and bio-fertilizer production. A review. 

Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 137, p. 110603, 2021. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.rser.2020.110603 

KIM, H. C., CHOI, W. J., CHAE, A. N., PARK, J., KIM, H. J., SONG, K. G. Treating 

high-strength saline piggery wastewater using the heterotrophic cultivation of 

Acutodesmus obliquus. Biochemical Engineering Journal, v. 110, p. 51–58, 2016. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.bej.2016.02.011 

KOCHERT, G. Carbohydrate determination by the phenol-sulfuric method. In: 

HELLEMBUST, J. A., CRAIGIE, J. S. (eds.). Handbook of Phycological Methods. 

Physiological and Biochemical Methods. Cambridge: Cambridge University, p.95-97. 

1978. 

LEE, S. A., LEE, N., OH, H. M., AHN, C. Y.  Stepwise treatment of undiluted raw 

piggery wastewater, using three microalgal species adapted to high ammonia. 

Chemosphere, v. 263, p. 127934, 2021. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.127934 

LOWRY, O.H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L.; RANDALL, R. J. Protein 

measurement with the folin phenol reagent. The Journal of Biological Chemistry, v. 

193, n. 1, p. 265–75, 1951. 

LUO, Y.; LE-CLECH, P.; HENDERSON, R. K. Characterisation of microalgae-based 

monocultures and mixed cultures for biomass production and wastewater treatment. 

AlgalResearch, v. 49, p. 101963, 2020. 

DOI:https://doi.org/10.1016/j.algal.2020.101963 

MEDEIROS, V. P. B., PIMENTEL, T. C., VARANDAS, R. C. R., DOS SANTOS, S. 

A., DE SOUZA PEDROSA, G. T., DA COSTA SASSI, C. F., ... MAGNANI, M. 

Exploiting the use of agro-industrial residues from fruit and vegetables as alternative 

microalgae culture medium. Food Research International, v. 137, p. 109722, 2020. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.foodres.2020.109722 

MENEZES, R. S.; LELES, M. I. G.; SOARES, A.T.; BRANDÃO, P. I.; ANTONIOSI, 

N.R.;SANT´ANNA, C. L.; VIEIRA, A. A. H. Avaliação da potencialidade de 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0016236119311780
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0016236119311780
https://www.sciencedirect.com/journal/fuel/vol/255/suppl/C
https://doi.org/10.1016/j.fuel.2019.115826
https://doi.org/10.1016/j.rser.2020.110603
https://doi.org/10.1016/j.bej.2016.02.011
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.127934
https://doi.org/10.1016/j.algal.2020.101963
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2020.109722


 

 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA 

 

ISSN: 1696-8352 

Page 24 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.7, p. 01-25. 2024. 

microalgas dulcícolas como fonte de matéria-prima graxa para a produção de biodiesel. 

Química Nova, v.13, n.1, p.10-15, 2013. 

MOREIRA, J.B., TERRA, A.L.M., COSTA, J.A.V., MORAIS, M.G.,2016. Utilization 

of CO2in semicontinuous cultivation of Spirulina sp. and Chlorella fuscas and 

evaluation of biomassa composition. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v. 

33, p. 691-698, 2016. DOI: https://doi.org/10.1590/0104-6632.20160333s20150135 

NAGARAJAN, D., KUSMAYADI, A., YEN, H. W., DONG, C. D., LEE, D. J., 

CHANG, J. S. Current advances in biological swine wastewater treatment using 

microalgae-based processes. Bioresource Technology, v. 289, p. 121718, 2019. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.121718 

PERREIRA, A. S. A. P.; Silva, T. A.; Magalhães, I. B.; Ferreira, J.; Braga, M. Q.; 

Lorentz, J. F.; Assemany, P. P.; Couto, E. A.; Calijuri, M. L., Biocompounds from 

wastewater-grown microalgae: a review of emerging cultivation and harvesting 

technologies, Science of The Total Environment, v.920, 2024. 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2024.170918 

QU, W., ZHANG, C., CHEN, X.,  HO, S. H. New concept in swine wastewater 

treatment: development of a self-sustaining synergetic microalgae-bacteria symbiosis 

(ABS) system to achieve environmental sustainability. Journal of Hazardous 

Materials, v. 418, p. 126264, 2021.  DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.126264 

RAY, A.; NAYAK, M.; GHOSH, A.  Science of The Total Environment, v. 802, p. 

149765, 2022. DOI: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.149765 

RAZZAK, S. A., HOSSAIN, M. M., LUCKY, R. A., BASSI, A. S., DE LASA, H. 

Integrated CO2 capture, wastewater treatment and biofuel production by microalgae 

culturing—A review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 27, p. 622–653, 

2013. DOI: https://doi.org/10.1016/j.rser.2013.05.063 

RENUKA, N., GULDHE, A., PRASANNA, R., SINGH, P., BUX, F. Microalgae as 

multi-functional options in modern agriculture: current trends, prospects and challenges. 

Biotechnology Advances, v. 36, n. 4, p. 1255–1273, 2018. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2018.04.004 

RENUKA, N., RATHA, S. K., KADER, F., RAWAT, I., BUX, F. Insights into the 

potential impact of algae-mediated wastewater beneficiation for the circular 

bioeconomy: A global perspective. Journal of Environmental Management, v. 297, 

p. 113257, 1 2021. DOI: https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2021.113257 

SHAHID, A., MALIK, S., ZHU, H., XU, J., NAWAZ, M. Z., NAWAZ, S., 

MEHMOOD, M. A. Cultivating microalgae in wastewater for biomass production, 

pollutant removal, and atmospheric carbon mitigation; a review. Science of The Total 

Environment, v. 704, p. 135303, 2020. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.135303 

https://doi.org/10.1590/0104-6632.20160333s20150135
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.121718
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2024.170918
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.126264
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.149765
https://doi.org/10.1016/j.rser.2013.05.063
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2018.04.004
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2021.113257
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.135303


 

 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA 

 

ISSN: 1696-8352 

Page 25 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.7, p. 01-25. 2024. 

SHARMA, J., KUMAR, V., KUMAR, S. S., MALYAN, S. K., MATHIMANI, T., 

BISHNOI, N. R., PUGAZHENDHI, A. Microalgal consortia for municipal wastewater 

treatment – Lipid augmentation and fatty acid profiling for biodiesel production. 

Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 202, p. 111638, 2020. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2019.111638 

SOARES, R. B.; MARTINS, M. F.; GONÇALVES, R. F. A conceptual scenario for the 

use of microalgae biomass for microgeneration in wastewater treatment plants. Journal 

of Environmental Management, v. 252, p. 109639, 2019. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2019.109639 

STOCKENREITER, M., HAUPT, F., SEPPÄLÄ, J., TAMMINEN, T., SPILLING, K. 

Nutrient uptake and lipid yield in diverse microalgal communities grown in wastewater. 

Algal Research, v. 15, p. 77–82, 2016. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.algal.2016.02.013 

ZAR, J. H. 2010. Biostatistical analysis. 5ed. New Jersey, Prentice Hall/ Pearson. 944 

https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2019.111638
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2019.109639
https://doi.org/10.1016/j.algal.2016.02.013


Research, Society and Development, v. 11, n. 16, e451111638249, 2022 

(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38249 
 

 

1 

Utilização do resíduo de malte da indústria cervejeira como meio alternativo para o 

cultivo da Spirulina platensis e Spirulina máxima 

Use of malt residue from the brewing industry as an alternative medium for growing Spirulina 

platensis and Spirulina máxima 

Uso de residuos de malta de la industria cervecer como medio alternativo para el cultivo de 

Spirulina platensis y Spirulina máxima 

 

Recebido: 20/11/2022 | Revisado: 04/12/2022 | Aceitado: 05/12/2022 | Publicado: 14/12/2022 

  

 Roberta Conceição Ribeiro Varandas 
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5494-5080 

Universidade Federal da Paraíba, Brasil 

     E-mail:robertacoriva@hotmail.com 

Andressa Coimbra Pereira 
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6240-0809 

Universidade Federal da Paraíba, Brasil 

E-mail:andressa.coimbrap@hotmail.com 

 Vilma Barbosa da Silva Araújo 
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9973-4060 

Universidade Federal da Paraíba, Brasil 

E-mail:vilmaengenheira2@gmail.com 
Patrícia de Moura Almeida 

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2848-3847 

Universidade Federal da Paraíba, Brasil 

E-mail:patricia_moura_almeida@hotmail.com 

Nyelson da Silva Nonato 
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2208-2265 

Universidade Federal da Paraíba, Brasil 
E-mail:nyelsonnonato@gmail.com 

Maria Helena Juvito da Costa 
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3355-2373 

Universidade Federal da Paraíba, Brasil 

E-mail: helenajuvito@gmail.com 

Luís Celso Cardoso de Pina 
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7123-1197 

Universidade Federal da Paraíba, Brasil 

E-mail:luiscelso91@hotmail.com 

Viviane Pereira Tibúrcio Hamdan 
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3440-0339 

Universidade Federal de Campina Grande, Brasil 

E-mail: vivianetiburcio@yahoo.com.br 

Cristiane Francisca da Costa Sassi 
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4980-1779 

Universidade Federal da Paraíba, Brasil 

E-mail: cfcosta_ccosta@yahoo.com 

Marta Maria da Conceição 
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2654-2276 

Universidade Federal da Paraíba, Brasil 
E-mail: martamaria8@yahoo.com 

 

Resumo  

Espécies pertencentes ao gênero Spirulina estão entre os microrganismos fotossintéticos de maior importância 

comercial. Este trabalho teve como objetivo avaliar o cultivo da Spirulina platensis e Spirulina máxima com 

substituição parcial de meio sintético por meio de cultura de baixo custo RM (resíduo de malte de cevada) 

bem como extrair compostos bioativos aplicaveis a indústria  de alimentos. Foram avaliados os parâmetros de 

crescimento, composição da biomassa, concentrações de proteínas, carboidratos, lipídios, ácidos graxos, extração de 

ficocianina, polissacarídeos e monossacarídeos. Os cultivos utilizando RM na concentração de 50% obtiveram 

crescimento equivalente ao controle. O teor de clorofila foi superior para as duas espécies de Spirulina cultivadas no 

meio controle. Os teores de ficocianina foram superiores para Spirulina platensis. Os maiores teores proteicos 

foram encontrados para Spirulina platensis (55,9g 100g-1) seguida da Spirulina maxima (53,3g 100g-1) cultivadas em 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38249
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RM. Os ácidos polinsaturados linoleico e alfa-linolênico apresentaram percentuais mais elevados nas cepas cultivadas 

em RM. O teor de PUFA foi maior nos cultivos em meio RM, variando de 57 a 59%. A extração de polissacarídeos 

com água quente/ultrassom apresentou maiores valores nas duas espécies cultivadas em meio RM variando 

de 8,3 a 11,2%. O teor de exopolissacarídeos destacou-se no cultivo com meio RM (191 a 193mg·L-1) para ambas as 

espécies. Os resultados obtidos evidenciam que a utilização de resíduo de malte como substituto parcial ao meio 

controle é adequada como meio alternativo para o cultivo das Spirulinas platensis e maxima. Além disso, destaca-se o 

potencial de seus compostos bioativos para a indústria de alimentos. 

Palavras-chave: Microrganismos; Fotossintéticos; Resíduo; Cultivo. 
 

Abstract 

Species belonging to the genus Spirulina are among the most commercially important photosynthetic microorganisms. 

This work aimed to evaluate the cultivation of Spirulina platensis and Spirulina maxima with partial replacement of 

synthetic medium by RM (barley malt residue) as well as to extract bioactive compounds applicable to the food 

industry. Growth parameters, biomass composition, concentrations of proteins, carbohydrates, lipids, fatty acids, 

phycocyanin extraction, polysaccharides and monosaccharides were evaluated. The cultures using RM at a 

concentration of 50% obtained growth equivalent to the control. The chlorophyll content was higher for the two 

Spirulina species grown in the control medium. Phycocyanin levels were higher for Spirulina platensis. The highest 

protein contents were found for Spirulina platensis (55.9g 100g-1) followed by Spirulina maxima (53.3g 100g-1) 

cultivated in RM. The polyunsaturated linoleic and alpha-linolenic acids showed higher percentages in the strains 

cultivated in MR. The PUFA content was higher in cultures in RM medium, ranging from 57 to 59%. The extraction 

of polysaccharides with hot water/ultrasound showed higher values in the two species grown in RM medium, ranging 

from 8.3 to 11.2%. The content of exopolysaccharides was highlighted in the culture with RM medium (191 to 

193mg·L-1) for both species. The results show that the use of malt residue as a partial substitute for the control 

medium is suitable as an alternative medium for the cultivation of Spirulinas platensis and maxima. In addition, the 

potential of its bioactive compounds for the food industry is highlighted. 

Keywords: Photosynthetic; Microorganisms; Residue; Cultivation. 

 

Resumen 

Las especies pertenecientes al género Spirulina se encuentran entre los microorganismos fotosintéticos de mayor 

importancia comercial. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el cultivo de Spirulina platensis y Spirulina maxima 

con reemplazo parcial de medio sintético por medio de cultivo RM (barley malt residuo) de bajo costo, así como 

extraer compuestos bioactivos aplicables a la industria alimentaria. Se evaluaron parámetros de crecimiento, 

composición de la biomasa, concentraciones de proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, extracción de 

ficocianinas, polisacáridos y monosacáridos. Los cultivos que utilizaron RM a una concentración del 50% obtuvieron 

un crecimiento equivalente al control. El contenido de clorofila fue mayor para las dos especies de Spirulina 

cultivadas en el medio de control. Los niveles de ficocianina fueron más altos para Spirulina platensis. Los mayores 

contenidos de proteína se encontraron para Spirulina platensis (55,9g 100g-1) seguida de Spirulina maxima (53,3g 

100g-1) cultivada en RM. Los ácidos poliinsaturados linoleico y alfa-linolénico presentaron mayores porcentajes en 

las cepas cultivadas en MR. El contenido de PUFA fue mayor en los cultivos en medio RM, variando del 57 al 59%. 

La extracción de polisacáridos con agua caliente/ultrasonido mostró valores superiores en las dos especies cultivadas 

en medio RM, variando de 8,3 a 11,2%. Se destacó el contenido de exopolisacáridos en el cultivo con medio RM (191 

a 193mg·L-1) para ambas especies. Los resultados muestran que el uso de residuos de malta como sustituto parcial del 

medio control es adecuado como medio alternativo para el cultivo de Spirulinas platensis y maxima. Además, se 

destaca el potencial de sus compuestos bioactivos para la industria alimentaria. 

Palabras clave: Microorganismos; Fotosintéticos; Residuo; Cultivo. 

 

1. Introdução 

Na indústria de alimentos, há uma demanda crescente por vários componentes de ação natural, como pigmentos, 

proteínas e vitaminas, a fim de substituir as contrapartes sintéticas e aumentar o valor nutricional dos produtos alimentícios 

(Shabana et al., 2017).  

Além de exigir produtos com alto valor nutricional e benefícios à saúde, os consumidores estão buscando cada vez 

mais ingredientes e/ou produtos mais naturais (Vigani et al., 2015). As microalgas são excelentes fontes naturais de compostos 

bioativos altamente valiosos e se tornaram as mais promissoras e inovadoras fontes de novos alimentos e produtos funcionais 

no século XXI (Matos et al., 2017). O mercado global de produtos derivados de microalgas, usados especialmente para 

nutracêuticos, suplementos alimentares e de ração, registram uma taxa de crescimento anual de 5,8% no período 2017-2026, 

onde espera-se atingir mais de 53 bilhões de dólares (Credence Research, 2018). 
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O gênero Spirulina (Arthrospira) representa entre as microalgas de maior importância comercial. É responsável por 

mais de 30% da biomassa produzida globalmente devido à alta concentração proteica (até 60%) e ao conteúdo de pigmentos 

(carotenoides, ficocianinas, clorofila), ácidos graxos insaturados (ácido linoleico e ácido gama-linolênico GLA), 

polissacarídeos e antioxidantes. Além disso, sua morfologia celular facilita recuperação de biomassa, o que contribui para a 

redução de custos do processo (Abd El Baky et al., 2015; Patil et al. 2015; Ye et al., 2018). Baseada na sua composição 

química a Spirulina tem sido chamada de super alimento (Mishra et al., 2014). Sendo considerada uma microalga de fácil 

digestibilidade (Triveti et al., 2015). 

Diferentes espécies do gênero Spirulina são consumidas em todo o mundo, sendo a Spirulina máxima e Spirulina 

platensis as mais utilizadas em virtude dos seus benefícios à saúde (Ghaeni; Roomiani, 2016). São amplamente 

comercializadas como nutracêuticos em diversos países como Austrália, China, Coréia do Sul, Malásia, Cingapura, Taiwan, 

EUA, Holanda, Espanha, Portugal, França, Dinamarca, Japão e ainda alguns países da África (Raja et al., 2016; Raja et al., 

2018). 

Devido à sua ampla utilização na nutrição humana e animal (Asghari et al., 2016), a Food and Drug Administration 

(FDA) concedeu Certificação GRAS (Generally Recognized as Safe) para Spirulina e teve seu consumo autorizado como 

alimento desde 2003 (Kumar et al., 2018; Enzing et al., 2014). Desde então, a biomassa ou os compostos bioativos da Spirulina 

vem sendo incorporados na elaboração de diversos alimentos como em massas (Fradinho et al., 2020), pães (Khemiri et al., 

2020), iogurtes (Patel et al., 2019), barras nutricionais (Kumar et al., 2018) e ainda bebidas isotônicas, cereais, sopas 

instantâneas, pudim, mistura para bolo em pó (Vaz, 2016). Ressalta-se também sua aplicação como um suplemento dietético 

(Ye et al., 2018), além da extração de compostos bioativos que podem ser utilizados em diferentes formas, como líquidos, 

concentrados, extratos, pó ou flocos (Raja et al, 2018), e dessa forma, incrementar nutricionalmente e/ou tecnologicamente o 

produto final gerando o agregado. 

Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o cultivo da Spirulina platensis e da Spirulina máxima com substituição 

parcial de meio sintético por meio de cultura de baixo custo (resíduo de malte), bem como extrair compostos bioativos com 

possíveis aplicações a indústria de alimentos. 

 

2. Metodologia 

2.1 Cultivo de espécies em condições controladas 

A Spirulina platensis e a Spirulina máxima foram obtidas da Coleção de Microalgas do Laboratório de Ambientes 

Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB). As cepas foram cultivadas em meio alternativo preparado a partir 

do extrato de biocomposto do resíduo de malte de cevada (RM). O resíduo de malte foi fornecido por uma cervejaria artesanal 

(Turmalina), localizada no município de Cabedelo – PB. No LARBIM/UFPB foi realizado a compostagem do malte de cevada  

e posteriormente a preparação do extrato. A cada litro de água destilada foi utilizado 10 mL de extrato com adição de nitrato e 

fosfato. 

As microalgas selecionadas foram cultivadas inicialmente em balões de vidro de 250 mL com 150 mL de meio de 

cultura preparado com resíduo de malte (RM) nas concentrações de 100%, 50% e 25%. Como controle © utilizou-se o meio 

Zarrouk no qual também foi usado como diluente nas duas últimas concentrações de RM. Os cultivos foram realizados em 

triplicatas em câmara climatizada (25 ± 1ºC), com iluminação fornecida por lâmpadas fluorescentes tipo luz-do-dia (150 

μmol.fótons.m2.s-1) e fotoperíodo de 12 horas. A concentração de partida para o cultivo das microalgas selecionadas foi de 

2x104 células mL-1. 

Após a seleção da concentração do meio de cultivo mais adequado. O cultivo foi realizado em bancada em balões de 

6L contendo 5L de meio. O crescimento das culturas foi acompanhado através da fluorescência “in vivo” (Turner Design 
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Fluorometer). Os seguintes parâmetros de crescimento foram determinados: velocidade de crescimento (k), expressa como o 

número de divisões celulares por dia (Stein 1973), duração do cultivo (em dias), rendimento final de biomassa e a 

produtividade de biomassa (PB) por dia. 

 

2.2 Análises da biomassa   

Foram feitas determinações (em triplicata) de: proteínas, seguindo Lowry et al. (1951); carboidratos, seguindo 

Kochert (1978); lipídios totais, seguindo Bligh e Dyer (1959); Umidade e cinzas de acordo com AOAC (2016); O perfil de 

ácidos graxos das espécies foram determinados usando cromatografia a gás, descrita por Menezes et al. (2013) e os ésteres 

metílicos foram expressos em percentuais (%). Clorofila a, b e carotenoides totais seguindo o método de Sumanta et al. (2014); 

Hlaing et al. (2019). A extração da ficocianina foi determinada por Ilter et al. (2018), com modificações. E a pureza 

da ficocianina foi realizada através da metodologia de Chentir et al. (2018), com modificações. A extração de 

polissacarídeo foi realizada através de quatro metodologias diferentes descritas por Yu et al. (2019). A extração da 

proteína residual do polissacarídeo foi realizado pelo método SEVAGE (Wu et al., 2017). Os exopolissacarídeos 

foram extraídos por de De Jesus Raposo et al. (2015). 

  

2.3 Análises estatísticas  

Os dados da composição química das microalgas foram analisados primeiramente com relação à homocedasticidade 

das variâncias pelo teste de Levene. Os resultados foram submetidos à análise de variância univariada (ANOVA), seguida de 

comparações múltiplas do teste HSD Tukey (p<0,05) (Statsoft, 2001).  

 

3. Resultados e Discussão 

Os cultivos tiveram duração de 13 dias e mostraram diferenças nas respostas de crescimento entre as espécies. Os 

maiores crescimentos foram registrados na Spirulina platensis e na Spirulina máxima na concentração de 50% de RM com 

valores equivalentes ao controle (Figura 1). 
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Figura 1 - Curvas de crescimento obtidas para os cultivos das microalgas estudadas. Valores médios das medidas da 

fluorescência in vivo de cada amostra. 
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Fonte: Autores. 

 

Os valores de rendimento de biomassa (Tabela 1) mostraram diferença significativa entre os ensaios 

variando de 511 a 503 mg.L-1 (S. platensis e S. maxima, respectivamente). Evidenciando que esse meio alternativo apresenta 

potencialidade para o cultivo de algumas espécies de microalgas como a Spirulina sp. já que obteve uma quantidade 

considerável de biomassa seca. 

 

Tabela 1 - Parâmetros de crescimento e produtividade das microalgas estudadas nos meios controle e RM. 

Cultivos 
Biomassa 

mg.L-1 

PB 

(mg.L-1.dia-1) 

K (média e 

desvio 

padrão) 

Duração da fase 

Log (dias) 

S. platensis- C 510a± 1      39,2 0,69 7 

S.platensis-RM  511a±1      39,3 0,71 7 

S. máxima – C 504b±1      38,7 0,54 6 

S.máxima- RM  503b±1      38,6 0,49 6 

Colunas seguidas pela mesma letra não diferem significativamente (p >0,05). Fonte: Autores. 

 

As duas espécies testadas mostraram variações na cinética de crescimento, os melhores desempenhos foram para os 

cultivos da Spirulina platensis cultivadas em meio alternativo com valores que não diferiram significativamente para biomassa 

(511 mg.L-1) em relação ao controle. As duas espécies ainda apresentaram altos valores de k (0,49-0,69).  Vale salientar que 

o crescimento e a produção de biomassa de Spirulina sp. dependem da disponibilidade de nutrientes, pH, luz e 

temperatura. A composição do meio e seus custos são fatores desafiadores para o cultivo em larga escala viável de 

microalgas (Soni et al.,2019).  

Nos dois experimentos com a utilização do meio alternativo não houve diferença significativa em relação ao controle, 

corroborando com vários estudos utilizando meios alternativos para ao cultivo da Spirulina sp. e obtendo crescimento 

satisfatório. Como dos Santos et al. (2016), mostraram respostas de crescimento efetivos com o uso da vinhaça, assim como, 

Salla et al. (2016), com proteína do soro de leite e ainda Michael et al. (2019), formularam um meio econômico com utilização 

de fertilizantes comerciais em substituição parcial do meio Zarrouk. et al., (2020), utilizaram água mineral natural Vinh Hao 

para diminuir o custo do meio Zarrouk em cultivos com Spirulina platensis. 
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3.1Análises químicas da biomassa  

A Tabela 2 demonstra os teores de Carotenoides, Clorofila a, b e total na Spirulina platensis e na Spirulina 

máxima utilizando meio controle e meio com RM. O teor de clorofila foi superior para as duas espécies de Spirulina (8,5-8,7 

mg g-1 ) quando foram cultivadas no meio controle. Valores similares aos encontrados por outros estudos quando cultivaram a 

Spirulina sp. no meio Zarrouk (Nouri et al., 2018; Çelekli et al., 2016). 

 

Tabela 2 - Clorofila a, b e total e Carotenóides na Spirulina platensis e na Spirulina máxima no meio controle e no meio com 

RM. 

Cultivos  
Clorofila a 

(mg g-1) 

   Clorofila b 

      (mg g-1) 

Clorofila total 

(mg g-1) 

 Carotenoides 

(mg g-1) 

S. platensis- Controle     5,2a±0,2 3,5a±0,1          8,7a ±0,1  3,2a±0,1 

S.platensis- RM    2c±0,1 2b±0             4b±0,2  2,5b±0,1 

S. máxima- Controle   4,8b±0,05 3,7a±0,1           8,5a±0,3  3,2a±0,1 

S.máxima- RM    2,1c±0,1 1,8b±0,2           3,9b±0,2  2,1b±0,1 

Nas colunas, letras iguais não tem diferença significativa (p>0,05) Teste de Tukey. Fonte: Autores. 

 

A clorofila é um dos pigmentos dominantes na Spirulina sp. que desempenham um papel importante papel 

na captura da luz como elemento crucial para a fotossíntese Esse pigmento pode ser utilizado pela indústria de alimentos 

como corante verde natural para substituir a coloração artificial (Munawaroh et al., 2019).   

O teor de carotenoides (Tabela 2) foi superior quando as duas espécies estudadas foram cultivadas em meio 

controle (3,2 mg g-1). Corroborando com Marzorati et al. (2020), que obtiveram 3,4 mg g-1 de carotenoides da 

Spirulina platensis cultivada no meio Zarrouk. 

Estudos demonstraram que a suplementação da Spirulina sp. na dieta de codornas e frangos levaram ao 

aumento dos níveis de carotenoides e consequentemente o aumento da coloração da gema que é um fator primordial 

para o consumidor e também para indústria de alimentos que preferem gemas com a coloração mais escuras (Roza 

et al.,2018; Zahroojian et al., 2013). Já Alavi e Golmakani (2017), adicionaram biomassa da Spirulina sp. em óleo 

de oliva e constataram que a presença de carotenóides e do conteúdo de clorofila retardaram a oxidação do azeite. 

 

Tabela 3 - Rendimento das Ficobiliproteínas na Spirulina platensis e na Spirulina máxima no controle e no meio com RM. 

  Ultrassom Turrac 

 D9C D9RM D8C D8RM D9C D9RM D8C D8RM 

CPC 71,2Abc±1,2 69ABcd±1  67Bd±1 2,1Ce±0,1 73,8Aa±1,5 72,4Aa±0,5 71,6Aab±05 3,7Ce±0,2 

APC 11,5Ab±0,5 9,4Bc±0,5 9,7Bc±0,6 0,3Cd±0,1 13,3Aa±0,5  12,7Aab±0,6 12Aab±1 0,8Bd±0,1 

PE 3,2Abc±0,3 3,3Ab±0,2 2,6Bcd±0,1 0,2Ce±0,1 4,3Aa±0,1 3,8Aab±0,2 2,4Bd±0,4 0,4Ce±0,1 

PBP 85,9Ac±0,7 82Bb±0,7 79,3Ce±0,3 2,6Dg±0,7 91,2Aa±0,3 88,9Bb±0,9 86,3Cc±0,5 4,9Df±0,6 

Nas linhas letras maiúsculas comparação entre as espécies e um método de extração. Nas linhas letras minúsculas comparação 

entre as espécies e os dois métodos de extração APC- Aloficocianina, CPC- Concentração de ficocianina, PE-ficoeritrina; PBP-

Ficobiliproteina. Fonte: Autores. 

 

As ficobiliproteínas (PBP) são compostas por C-ficocianina (CPC), aloficocianina (APC) e fitoeritrina (PE). 

A Tabela 3 demonstra a extração de ficobiliproteínas em termos de rendimento e índice de pure za sob diferentes 

condições de extração. Entre as ficobiliproteínas, a C-ficocianina (CPC) foi o componente majoriário em todos os 

experimentos. Os resultados mostraram que a concentração de CPC, APC, PE e PBP estavam na faixa de 2,1 a 72,4; 

0,3 a 13,3; 0,2 a 4,3; 2,6 a 91,2 (mg/) respectivamente.  
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Os teores de ficocianina foram mais elevados independente do método de extração para Spirulina platensis 

no meio controle (73,8 mg g -1) e no meio RM (72,4 mg g-1) não possuindo diferença significativa entre os dois. 

Valores similares foram encontrados por Ilter et al. (2018), com 74,7 mg g -1 e por Prates et al. (2018) com 83,7 mg 

g-1 de ficocianina da Spirulina  platensis em meio Zarrouk. Vale salientar que vários estudos têm utilizado 

eficientemente meios alternativos para produção de ficocianina como resíduos de alimentos de restaurantes ou 

padarias (Sloth et al., 2017), água residual do cultivo de camarão (Sandeep et al., 2015),  extratos de broto de feijão 

(Dianursanti et al., 2018) extratos de conchas de ostras e solo (Jung et al., 2014). Evidenciando a eficiência dos meios 

alternativos já que o crescimento e a produção de ficocianina de Spirulina platensis são altamente dependentes da 

disponibilidade de nutrientes no meio de cultura (Amanatin et al., 2013). Comprovando a eficácia da utilização do 

resíduo de malte como meio alternativo já que os resultados do presente estudo obtiveram altos teores de 

ficocianina quando cultivaram as espécies de Spirulina sp.  

A extração de ficocianina têm sido o foco por muitos anos, resultando em diversas estratégias que levam a 

resultados diferentes (Cevallos & Ortega, 2016; Song et al., 2013; Tavanandi et al., 2018; Chia et al., 2019). No 

presente estudo pôde-se constatar que o rendimento através da extração do Turrac foi superior para maioria dos 

experimentos para extração de ficocianina, podendo afirmar que é um método eficiente de ruptura celular de 

Spirulina sp.para obtenção da ficocianina. 

No tocante ao índice de pureza, observou-se que em todos os experimentos o resultado f icou acima de 0,7 

após ser realizada a purificação. Resultado este adequado ao uso em alimentos (Antelo et al., 2015, Güroy et al., 2017). 

Geralmente um alto teor de pureza requer técnicas de purificação com alto custo como sulfato de amônio (Izadi e Fazilati 

2018), sistemas aquosos bifásicos (Ruiz et al. 2018), porém essas técnicas podem levar também a uma perda significativa da 

substância. Enfatizando assim a eficiência do uso da membrana de diálise utilizada no presente estudo como metodologia de 

purificação. Brião et al. (2020), também demonstraram que quando utilizaram uma etapa de diafiltração obtiveram uma pureza 

maior de grau alimentício para a ficocianina extraída da Spirulina platensis. 

Apesar da diálise não ser freqüentemente adotada na literatura , no entanto, apresenta muitas vantagens em 

comparação com outros métodos de purificação em termos de economia de custos, fator primordial para indústria 

(Janoschka et al., 2015). 

O índice de pureza é altamente influenciado por vários fatores, como proporção de biomassa / líquido, 

métodos de secagem de biomassa, métodos de extração, temperatura de extração, pH, tipo e concentração da 

extração (Chentir et al., 2018). Diferentes autores avaliaram a purificação da ficocianina da Spirulina sp.  cultivada 

em meios alternativos como Leema et al. (2010), obteve 0,78 quando cultivaram a Spirulina platensis em água do 

mar. Chentir et al. (2018), cultivaram a Spirulina platensis em meio Zarrouk e obtiveram 0,77. 

Considerando que a extração de ficocianina é um tecnologia simples e de baixo custo, é de particular 

interesse investigar sua usabilidade em um contexto industrial e aplicado para usá -lo como alimento funcional ou 

aditivos alimentares (Chen et al., 2017). As ficobiliproteínas podem ser usadas na produção de fermentados 

laticínios, sorvetes, refrigerantes, decoração de bolos doces, leite shakes, et (Sonani et al., 2016). Extratos de 

ficocianina de Spirulina platensis foram introduzidos no cozimento de biscoitos para aumentar o teor de fibras e 

proteínas (Singh et al., 2015). 
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Tabela 4 - Composição química da Spirulina platensis e da Spirulina máxima nos meios de cultivo Controle e RM. 

Cultivo 
Carboidratos          

(g 100 g-1) 

   Proteína 

   (g 100 g-1) 

Lipidios 

(g 100 g-1) 

S.platensis – Controle 15b± 0,2 50,1c± 0,1 12c ± 0,1 

S.platensis- RM  16,9a± 0,1 55,9 a± 0,9 13,9a± 0,8 

S.máxima- Controle 12,8c ±0,2   49,8c± 0,7 13,9a ±0,7 

S.máxima – RM 17,2a± 0,7 53,3b± 0,3 12,3b,c±0,5 

Fonte: Autores. 

 

Os teores de proteínas, carboidratos e lipídios das microalgas estudadas estão expressos na Tabela 4. Os teores de 

proteína determinados nas microalgas estudadas foram consideravelmente altos nas duas espécies de Spirulina cultivadas no 

meio alternativo com Spirulina platensis (55,9 g 100 g-1) seguida da Spirulina máxima (53,3 g 100 g-1) os valores encontrados 

no meio controle apesar de mais baixos se encontram dentro da média esperada pelo gênero que é de 50 a 70% de proteína 

dessa microalga (Manirafasha et al., 2016). Michael et al. (2019), obtiveram 65% de proteína cultivando em meio 

Zarrouk, já em um meio otimizado com menos reagentes registraram 52% de  proteína. 

A fração proteica na Spirulina sp. é reconhecida por sua excelente composição em termos de aminoácidos 

essenciais (García et al., 2012) Além disso, quando comparado com fontes tradicionais de proteínas, como carne ou 

soja, a biomassa de microalgas tem as vantagens de um rápido crescimento celular, custos de cultu ra reduzidos e 

falta de concorrência com outros tipos de produção de alimentos. Dessa forma, o uso de Spirulina sp. como fonte 

de proteína para a dieta humana é uma alternativa sustentáve l que pode ser usada para satisfazer a crescente 

demanda mundial. As proteínas da Spirulina sp. ainda podem ser aplicadas na formulação de alimentos produtos 

sob a forma de emulsões, espumas ou ainda gel (Zhang et al., 2018; Benelhadj et al., 2016). 

Vale salientar ainda que a OMS o designou a Spirulina sp. como "Alimento do Futuro" por causa de seu alto teor de 

proteínas e rápido crescimento.Além disso,também é chamado de "super alimento" ou "alimento maravilhoso" e vários estudos 

científicos publicados revelam como ele estimula o sistema imunológico e melhora a saúde.É aprovado na Rússia como 

'Alimento medicinal para o tratamento de efeitos induzidos por radiação, enquanto a NASA o considerava um "melhor 

alimento"para viagens espaciais, pois sua pequena quantidade contém uma variedade de nutrientes (Sinha et al., 2018). 

O teor de carboidratos de todos os cultivos se manteve dentro da média esperada para a Spirulina sp. As 

duas espécies de Spirulina sp. demonstraram um aumento da produção de carboidrato quando cultivada em meio 

com RM em relação ao meio controle. Quando cultivada em meio controle as espécies de Spirulina tiveram o teor 

de carboidrato de 13-14 g 100 g-1. Salla et al. (2016), utilizaram o mesmo meio controle e cultivaram a Spirulina sp.  

e obtiveram 14,94% de carboidrato. 

Outros estudos com utilização de meios alternativos como água salobra (Duarte et al., 2020) obtiveram 

aumento no teor de carboidrato quando comparada com o controle. Demonstrando que o resíduo de malte pode ser 

utilizado como meio alternativo para a Spirulina sp. podendo utilizar sua biomassa para extração de compostos 

bioativos como polissacarídeos, exopolissacarídeos e outros, ou ainda suplementação humana e animal.  

Os carboidratos produzidos pelas microalgas servem como um componente estrutural nas paredes celulares 

e como um componente de armazenamento dentro da célula (Markou et al., 2012).  

O teor de lipídios das espécies de Spirulina variou de 12 a 13,9 g 100 g-1 em meio RM e o controle. 

Resultado superior ao encontrado por Pohndorf et al. (2016), que cultivaram a Spirulina sp. e obtiveram 5,8% de lipídio. 

O óleo de microalgas ainda pode ser uma alternativa viável ao óleo de peixe já que o vegano não consome 

esse produto e o cheiro desagradável produzido a partir de óleo de peixe não é adequado para ser usado como 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38249
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ingrediente alimentar (Tang et al., 2020). E o mercado estimado de óleos a partir de microalgas pode chegar a US 

$ 898,7 milhões em 2025 (Hu, 2019).  

A Spirulina platensis apresentou um total de 60 mg/g de ésteres totais no meio controle e no meio RM 62mg/g. Já a 

Spirulina máxima apresentou 55mg/g no controle e no meio RM 52 mg/g de ésteres totais. Ocorre uma diversificação dos 

ácidos graxos no que se refere às variações do comprimento das cadeias, geralmente entre quatorze e vinte e quatro carbonos, e 

ainda nos teores de insaturações (Figura 2).  

 

Figura 2 - Perfil de ácidos graxos da Spirulina platensis e da Spirulina máxima cultivada no meio controle e no meio RM. 

D9C D9M D8C D8M
0,0

2,5

5,0

7,5

10,0

12,5

15,0

17,5

20,0

22,5

25,0

27,5

30,0

32,5

35,0

37,5

40,0

T
e

o
r 

(%
)

Ensaios

 C14:0

 C16:0

 C18:0

 C16:1

 C18:1(w9c)

 C18:1(w9t)

 C18:2(w6c)

 C18:3 (w3)

 C18:3(w6)

 C20:1

 C24:1

 C17:0

a ab c

a

b

a

b

a a
b

a

b

a

a

b

a

b

a b a b

b

a

b

a

b

a

b

a

a
bcc a a

a a

ab

 

Colunas seguidas pela mesma letra não diferem significativamente (p < 0,05). Fonte: Autores. 

 

Entre os ácidos graxos, o ácido palmítico (C16:0) predominou em todos os ensaios, com concentrações variando de 29 

a 34%. Sendo o maior percentual encontrado na Spirulina máxima cultivada no meio controle. Resultados similares foram 

encontrados por Tai et al. (2016), 37,5% e por Hadyanto et al. (2018), 34,6 % cultivando a Spirulina sp.  

Entre os ácidos graxos monoinsaturados, os teores dos ácidos oleico (C18:1 w9- c) também esteve presente em todas 

as espécies e condições de cultivo, porém foram superiores nas espécies quando cultivadas em meio Controle com 

concentrações variando de 29 a 30%.  

No que concerne aos ácidos polinsaturados, o ácido linoleico (C18:2w6-c) e ácido alfa-linolênico (c18:3 w3), os 

resultados nas condições de cultivo com RM mostraram sempre os maiores teores, indicando melhor efetividade com esse 

meio alternativo na produção destes dois tipos de ácidos graxos. Vale ressaltar que o ácido alfa-linolênico é um dos ácidos 

graxos essenciais usados no tratamento de distúrbios do sistema nervoso, artrite reumatóide, (Navarini et al., 2017). e diabetes 

(Nunez et al., 2019). 

O teor de PUFA foi maior para as duas espécies de Spirulina cultivadas no meio RM variando de 57 a 59%. Hultberg 

et al. (2017), obtiveram concentrações maiores de ácidos graxos insaturados na biomassa produzida com o meio à 

base de efluentes para Spirulina sp. Matos (2017); Paliwal et al. (2017), afirmam que a quantidade dos PUFAs varia com a 

espécie e condições de cultivo e ainda que está intimamente relacionada à composição química do meio de cultivo.  

Vale salientar que as biomassas da Spirulina máxima e da Spirulina platensis investigadas no presente 

estudo podem ser utilizadas na suplementação alimentar por possuir ácidos graxos de alto valor, principalmente as 

espécies quando foram cultivadas no meio RM. Estudos sugeriram a adição da Spirulina sp. em massas 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38249
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(Mostolizadeh et al., 2017), na suplementação alimentar de trutas (Roohani et al., 2019), de codornas (Boiago et al., 

2019), e frangos (Bonos et al., 2016), podendo ser uma estratégia eficiente para introduzir os compostos bioativos e 

assim produzir produtos funcionais já que a demanda do consumidor por alimentos saudáveis cresce cada vez  mais 

e consequentemente a da indústria de alimentos.  

O conteúdo de polissacarídeos da Spirulina platensis e máxima cultivada no meio controle e no meio RM (tabela 5) 

variaram de 2,1 a 11,2 % nos diferentes tipos de extração. Variações na composição de polissacarídeos são influenciadas por 

condições de cultivo, localizações geográficas, época e técnicas de colheita e metodologias de extração. A estrutura química 

dos polissacarídeos determina suas atividades físicas, químicas, bioquímicas e biológicas (de Jesus Raposo et al., 2015).  O 

potencial biotecnológico dos polissacarídeos tem atraindo cada vez mais atenção principalmente da indústria 

alimentícia. Contudo, faz-se necessárias pesquisas a respeito da extração desse composto (Kadam et al., 2013). 

 

Tabela 5 - Teor de Polissacarídeos obtido através de diferentes métodos extrações nas biomassas no da Spirulina platensis e da 

Spirulina máxima cultivada no meio controle e RM. 

                                                                       Extrações (%) 

Cultivos Ext alcalina    Água quente     Ultrassom    Água quente/ultrassom 

Spirulina platensis- C     8,2C,a±0,2 2,6B,c±0,1   6B,b±0,2 8,6C,a ±0  

Spirulina platensis- RM     10,2A,a±0,2        2,9AB,c,±0,2         7A,b±0 10,2B,a±0,3  

Spirulina máxima- C    8,7B,a ±0,1        2,1C,d±0,2    5,3C,c±0,1 8,3C,b±0,1 

Spirulina máxima- RM   10,1A,b±0,2        3,2A,d±0,2 6,5AB,c±0,3 11,2A.a±0,2 

Letras maiúsculas- diferença entre as colunas. Letras minúsculas- diferença entre as linhas. Colunas e linhas seguidas pela mesma letra não 

diferem significativamente (p < 0,05). Fonte: Autoria própria. 

 

Tecnologias de extração estão atraindo interesse das indústrias por causa de suas vantagens (maior 

rendimento, menor tempo de tratamento e menor custo) em comparação a técnicas convencionais de extração por 

solvente (Khanra et al., 2018). Das extrações realizadas no presente trabalho evidencia-se que a extração com água 

quente/ultrassom foi a que apresentou maiores valores nas duas espécies de Spirulina cultivadas em meio RM 

variando de 8,3 a 11,2 %. Esses dados indicam que o cultivo da Spirulina sp. em meio RM mostrou-se promissor. Já que a 

Spirulina sp. é uma das cepas mais estudadas para extração de polissacarídeo (Phélippé et al., 2019).  Levando a 

necessidade de cada vez mais pesquisas voltadas para a utilização de meios alternativos para assim diminuir os custos com o 

cultivo que ainda são um dos principais entraves para o cultivo em larga escala desses microrganismos. 

As atividades do polissacarídeo de Spirulina sp. variam com a forma e estrutura existentes e, portanto, seu 

método de extração desempenha papel significativo suas atividades (Dananjaya et al., 2020). A extração desse 

composto se faz cada vez mais importante já que possuem ação antitumoral, ant ioxidante, radioprotetor, regulador 

imunológico, antimicrobiano, e atividades anti-inflamatórias (Kurd & Samavati, 2015). 
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Figura 3 - Composição química dos polissacarídeos em diferentes métodos de extrações. 
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Fonte: Autores. 

 

Os valores de carboidratos obtidos nos polissacarídeos extraídos a partir de diferentes métodos (Figura 3) variando de 

55 a 63%. Constratando com Rajasekar et al. (2019), que registraram 38,7 % de carboidratos do polissacarídeo extraído da 

Spirulina platensis.  

As amostras analisadas mostraram que o menor teor de proteínas foi obtido na extração água/ultrassom e isso se deu 

devido a metodologia utilizar o método SEVAGE que retira a proteína remanescente do polissacarídeo. Diferente de Rajasekar 

et al. (2019), que obtiveram 21,3 % de proteína de Spirulina platensis e não utilizaram método algum para retirar a proteína.  

A diversidade evolutiva das microalgas envolve uma enorme complexidade em termos de presença, composição, e 

organização molecular de biopolímeros estruturais diantes disso, os polissacarídeos obtidos a partir de microalgas possuem 

potencial para serem usados como espessantes na indústria de alimentos. Para ter sucesso ao introduzir esses polissacarídeos 

como novos hidrocolóides alimentares, a caracterização e funcionalidade devem ser direcionadas para polissacarídeos obtidos 

a partir da individualidade da cepa. Conhecimentos fundamentais sobre a composição de polissacarídeo pode ajudar a prever a 

funcionalidade de extratos específicos de polissacarídeos (Bernaerts et al., 2019). 

 

Figura 4 - Teor de Exopolissacarídeos nas biomassas da Spirulina platensis e da Spirulina máxima cultivada no meio controle 
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Fonte: Autores. 

 

As microalgas são produtoras significativas de exopolissacarídeos que variam de 0,5g·L-1a 20g·L-1(Markou; Nerantzis, 

2013). Os resultados desses compostos registrados nessa pesquisa foram maiores no cultivo com meio RM (191 a 193 mg· L-1) 

para as duas espécies de Spirulina (Figura 4). Evidenciando a possibilidade das espécies desse gênero serem utilizadas para 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38249
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produção de exopolissacarídeos a partir do cultivo em meio com RM. Estes achados demonstraram que EPS produzidos são 

influenciadas por muitos fatores, como espécie, linhagem, nutriente, condição de cultivo (Zhang et al., 2016).  

A utilização do sobrenadante após a colheita de Spirulina sp. é uma alternativa interessante para obter 

bioprodutos de alto valor como os EPS reaproveitando o que seria descartado (de Jesus Raposo et al., 2015). 

A coleta de cepas adequadas com alto rendimento e procedimentos de extração menos complexos podem 

aumentar o mercado comercial de EPS no futuro próximo. Nos alimentos, o EPS funciona com sucesso como 

viscosificante agentes, estabilizadores, emulsificantes, gelific antes e agentes de ligação à água (Singh et al., 2019). 

 

4. Conclusão  

Parâmetros de crescimento e composição nutricional das biomassas da  Spirulina máxima e Spirulina 

platensis obiveram resultados iguais ou superiores ao meio de cultura sintético. Os maio res teores proteicos foram 

encontrados para Spirulina platensis seguida da Spirulina máxima cultivadas em meio com resíduo de malte. No 

que concerne aos ácidos polinsaturados, o ácido linoleico (C18:2w6-c) e ácido alfa-linolênico (c18:3 w3), os 

resultados nas condições de cultivo com RM mostraram maiores resultados quando comparados com o controle. O 

teor de PUFA foi maior para as duas espécies de Spirulina cultivadas no meio RM. Os rendimentos de 

polissacarídeos e exopolissacarídeos foram superiores para a s duas espécies de Spirulina quando cultivada no meio 

RM. Diante dos resultados obtidos, podemos observar que o cultivo da Spirulina máxim a e da Spirulina platensis 

com meio alternativo utilizando o resíduo de malte decorrente do processo cervejeiro tem po tencial para obtenção 

de compostos de interesse. Podendo ser utilizadas em diversas aplicações voltadas para indústria de alimentos. Que 

vão desde a introdução da biomassa para enriquecimento proteíco em um novo alimento até a utilização de 

polissacarídeo e exopolissacarídeos como hidrocolóide na indústria alimentícia.  
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RESUMO 

As microalgas são microoarganismos fotossintetissantes mais eficases na produção de 

oxigênio existente no mundo, e têm sido foco de grande interesse pelos benefícios que 

podem oferecer ao meio ambiente devido a sua enorme capacidade de captura e utilização 

de dióxido de carbono (CO2) presente na atmosfera como uma das fontes de nutrientes, e  

a sua conversão em  biomassa altamente rica em lipídios, pigmentos, ácidos graxos poli-

insaturados, aminoácidos tipo micosporinas, ficocoloides, esteróis, aminoácidos, 

proteínas e carboidratos. A biomassa produzida é de grande interesse para indústria de 

produção de energia, alimentícia, farmacêutica e cosméticos. Muitas microalgas também 

atuam como eficientes biorremediadoras de resíduos domésticos e agroindustriais, de 

maneira que sistemas integrados de cultivo de microalgas promissoras para a produção 

de biocombustíveis acoplados ao tratamento de efluentes podem apresentar vários 

benefícios, como a redução de custos no tratamento de águas residuais com a co-produção 

de biomassa microalgal, reduzindo os custos com os meios de cultivo, promovendo 

remoção de nutrientes e minimizando impactos ambientais. Neste contexto, este trabalho 

teve por objetivo avaliar um sistema de cultivo em mix de fotobiorreatores tubular, 

compondo um sistema de 2000 litros de capacidade efetiva, construído em tubo de 

acrílico e tanques fechados, e a realização de estudos relacionados ao crescimento da 

microalga Selenastrum gracile (Clorofícea) cultivada no sistema usando meio de cultura 

alternativo preparado a partir de extrato de biocomposto hortifrútis. O cultivo teve a 

duração de 14 dias, com fase exponencial do segundo ao oitavo dia. O rendimento 

máximo de biomassa foi de 20 mg.L-1 para uma densidade celular máxima de 5,49 x 103 

células.mL-1. Os dados da cinética de crescimento de S. gracile no fotobiorreator 

mostraram valores médios de 0,44 para o Max (taxa de crescimento máximo), 0,64 para 

o k (duplicação celular por dia de cultivo) e 1,64 para o tg (tempo de geração), na fase 

exponencial. Medidas da eficiência fotossintética realizadas na fase exponencial, usando 

um mini-PAM mostrou excelente estado fisiológico da célula, com valor de Fv/Fm 

(eficiência fotossintética) acima de 0,79. Fotoinibição da fotossíntese foi observada às 13 

horas do dia, em situação de luz saturante. Temperatura alta entre por volta das 13:00 as 

15:00 horas também reduziram a taxa de fotossíntese. Os transientes OJIP também 

evidenciam uma diminuição do Fm nos horários de maior iluminação. O meio alternativo 

utilizado mostrou-se eficaz para o cultivo em massa dessa espécie em fotobiorreator. 

 

Palavra-chave: Efluentes, Cultura em massa, Tubular vertical, Fotossíntese. 
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ABSTRACT 

Microalgae are photosynthetic microorganisms most effective in producing oxygen in the 

world, and have been a focus of great interest for the benefits they can offer to the 

environment due to their enormous capacity to capture and use carbon dioxide (CO2) 

present in the atmosphere as one of the sources of nutrients, and their conversion into 

biomass highly rich in lipids, pigments, polyunsaturated fatty acids, amino acids like 

mycosporins, ficocoloids, sterols, amino acids and proteins, carbohydrates. The biomass 

produced has great interest for energy, food, pharmaceutical and cosmetics. Many 

microalgae also act as efficient bioremediation agents for household and agroindustrial 

waste, so that integrated microalgae culture systems promising for the production of 

biofuels coupled with effluent treatment can have several benefits, such as reducing costs 

in wastewater treatment with co-production of microalgal biomass, reducing costs with 

cultivation media, promoting nutrient removal and minimizing environmental impacts. In 

this context, the objective of this work was to evaluate a mix culture system in tubular 

photobioreactors, composing a system of 2000 liters of effective capacity36, built in 

acrylic tube and closed tanks, and studies related to the growth of the microalgae 

Selenastrum gracile (Chlorophyceae) cultivated in the photobioreactor, using alternative 

culture medium prepared from biocomposite hortifrútis extract. The cultivation lasted 14 

days, with an exponential phase from the second to the eighth day. The maximum yield 

of biomass was 20 mg.L-1 for a maximum cell density of 5.49 x 103 cells.mL-1. Data on 

the growth kinetics of S. gracile in the photobioreactor showed mean values of 0.44 for 

Max (maximum growth rate), 0.64 for ok (cell doubling per day of culture) and 1.64 for 

tg (generation time) in the exponential phase. Measurements of the photosynthetic 

efficiency performed in the exponential phase, using a mini-PAM showed excellent 

physiological state of the cell, with Fv / Fm value (photosynthetic efficiency) above 0.79. 

Photoinhibition of photosynthesis was observed at 13 p.m in the day, in a saturating light 

situation. High temperature between around 13:00 to 15:00 hours also reduced the rate of 

photosynthesis. OJIP transients also show a decrease in Fm during the hours of greater 

illumination. The alternative medium used proved effective for the mass culture of this 

species in photobioreactor 

 

Keyword: Effluent, mass culture, vertical tubular, photosynthesis. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas as questões ambientais vêm sendo tratadas com maior 

preocupação devido à demasiada utilização de recursos naturais em diversos processos 

produtivos, resultando em elevados níveis de impactos ambientais, (BARCELLOS et al., 

2009). Nos dias de hoje a procura é cada vez maior por produtos e serviços tem 

apresentado implicações diretas no aumento drástico das atividades industriais, elevando 

dessa forma a geração de resíduos e a utilização de recursos naturais, os quais estão se 

tornando cada vez mais escassos e potencialmente degradados (SCHMITZ; BIUDES; 

COLLA, 2012). Toda essa “máquina” que compõe a cadeia de produção, consumo de 

produtos e extração de matéria prima utiliza combustíveis fósseis em massa, são esses 
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combustíveis que sustentam o progresso da maioria das novas economias através de 

matérias-primas energéticas não renováveis. Um dos resultados negativos é a liberação 

de dióxido de carbono (CO2) para a atmosfera durante a sua queima contribuindo para o 

aquecimento global (GARCIA, 2012). 

Diante desses cenários, tornam-se necessários processos produtivos mais 

sustentáveis, buscando-se aliar medidas práticas de proteção ambiental ao 

desenvolvimento econômico, desenvolvendo técnicas e alternativas eficientes para 

minimizar o efeito dos impactos ambientais. As microalgas surgem como uma alternativa 

remediadora para o problema das emissões atmosféricas, no entanto sua aplicação atende 

a diversas outras atividades industriais, podendo até mesmo ser transformada em fonte de 

energia. Autores discutem há décadas sobre as microalgas como potencial matéria prima 

para fontes de energia renovável, como a produção de biocombustíveis (TEBBANI et al., 

2014),  grande promessa para propósitos de biorremediação (GONÇALVES et al., 2016),  

possibilidades de aplicações   comerciais diversas, indústrias alimentícias (VANTHOOR-

KOOPMANS et al., 2013), e  farmacêutica (AHMED et al., 2014). 

Sua participação em diversos processos de importância ecológica é bastante 

conhecida, sendo destacado o seu papel na realização de fotossíntese e fixação do CO2, 

contribuindo não apenas para a disponibilidade de oxigênio para a respiração de quase 

todos os seres vivos do planeta, como também para a redução dos riscos apresentados 

pelos gases do efeito estufa. Segundo Brown e Zeiler (1993), estima-se que cada tonelada 

de biomassa algal produzida em determinado tempo há um consumo de duas toneladas 

de CO2 pela fotossíntese, valor este 10 a 20 vezes mais do que o absorvido pelas plantas 

oleaginosas. Além disso, algumas microalgas possuem a capacidade de fixar o nitrogênio 

atmosférico em vida livre ou em associações, o que as coloca numa posição de destaque 

como microrganismos que participam nos dois processos responsáveis pela manutenção 

da vida em nosso planeta (DIVA; ARNALDO, 2014). 

Com a utilização de CO2, as microalgas se multiplicam rapidamente, geralmente 

dobrando a biomassa em um período de 24h e produzem uma série de compostos de 

interesse, principalmente lipídio com conteúdo médio variando entre 1% e 70%, podendo 

chegar a 90% do peso seco sob determinadas condições operacionais, proteínas, ácidos 

graxos e diversos co-produtos. Os ácidos graxos quando extraídos podem ser utilizados 

como alimento, fármacos ou transformados em biocombustíveis (RADMANN; COSTA, 

2008; AMIN, 2009; CHISTI, 2007; MATA et al., 2010; MENG et al., 2009).  
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Atualmente, muitos estudos estão sendo conduzidos sobre a utilização de 

microalgas para a produção de biocombustíveis associada à captura de CO2,  

especialmente em sistemas fechados denominados de fotobiorreator (CHISTI,  2007), 

com um interesse devido ao fato deles apresentarem como uma fonte sustentável de 

biocombustíveis, incluindo etanol, bioquerosene e biodiesel. Este último decorre da 

capacidade das mesmas sintetizarem e acumularem quantidades significativas de lipídios, 

até cerca de 80% do peso seco em algumas espécies. A sua importância para biotecnologia 

destaca-se entre os modernos processos microbiológicos com inúmeros trabalhos e 

frentes de pesquisas desenvolvidos nas últimas décadas (GRIFFITHS; HARRISON, 

2009). 

Outras vantagens também justificam o uso das microalgas na produção de 

biodiesel, tais como: apresentam produção contínua durante o ano; não competem com 

culturas alimentares por terras aráveis; quando realizados em larga escala representam 

uma prática sustentável; tem importância social, podendo gerar emprego e renda; e, 

podem usar águas residuais como meio de cultura, se enquadrando, assim, em um 

processo de produção sustentável. (VIÊGAS, 2010; MATA et al., 2010).  

Visto que as microalgas não necessitam de grandes áreas como no caso da 

agricultura convencional, nem de terras férteis, podendo, inclusive, serem cultivadas em 

área áridas e locais que não apresentam aptidão agrícola, além de necessitarem de um 

menor volume de água, elas apresentarem alto rendimento tanto em biomassa quanto em 

produção de óleo. A soja, uma das referências do processo de produção do biodiesel, 

apresenta baixa produtividade por hectare e pouco teor de óleo no grão, além de ser uma 

commodity agrícola, indicando que a produção mundial de biodiesel a partir desta 

oleaginosa pode ocasionar sérios danos ambientais e econômicos, especialmente se sua 

produção em larga escala for acompanhada da expansão da área cultivada, aumento das 

fronteiras agrícolas e da ocupação humana através de novos desmatamentos, que 

inevitavelmente têm consequências diretas na perda de biodiversidade (SUAREZ et al., 

2009).  

Apesar dessas vantagens ainda não se conseguiu alcançar a viabilidade econômica 

para a produção de biocombustível de microalgas comparável às indústrias de petróleo 

ou de bioetanol devido ao elevado custo de produção, principalmente em função da falta 

de um processo econômico que integra as etapas associadas com a colheita, extração e 

conversão de biomassa microalgal em biodiesel (KIM et al., 2013). Além disso, como 

afirma Franz et al., (2012), uma das principais barreiras para produção de biodiesel inclui 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852410001513#bib10
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852410001513#bib10
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a falta de espécies “elites” de microalgas, que apresentem dentre outras, alta 

produtividade lipídica, resistências a mudanças climáticas e células fáceis de serem 

coletadas. Contudo os custos de produção de microalgas podem ainda ser reduzidos se o 

cultivo for combinado com processos tais como o tratamento de águas residuais e a 

produção de compostos com alto valor agregado (TEBBANI et al., 2014) 

Tendo em vista a necessidade ambiental na produção de energia limpa, este 

trabalho teve como objetivo  ampliar o conhecimento e o desenvolvimento referente ao 

cultivo tipo fotobiorreator tubular para produção de biomassa de microalgas em meios 

alternativos, visando à produção de cepas com elevado potencial para acúmulo de 

lipídeos. 

 

2 JUSTIFICATIVA 

Atualmente o mundo desprendeu um grande esforço para o desenvolvimento de 

novas formas de produção de energia mais limpas, pois se observou um grande aumento 

na preocupação com as questões relacionadas à saúde do ser humano e do planeta em 

geral. Essa preocupação está estritamente voltada para as atividades ligadas ao consumo 

de combustíveis fósseis (petróleo e os seus derivados, carvão etc.), sendo esse um dos 

fatores que mais contribuem para o agravamento da poluição dos corpos hídricos, solo e 

da atmosférica. Sendo o último, um dos maiores causadores do efeito estufa e, 

consequentemente, do aquecimento global.  

Diante disso, um novo acordo global que busca combater os efeitos das mudanças 

climáticas, bem como reduzir as emissões de gases de efeito estufa, foi assinado. Este 

documento chamado de Acordo de Paris foi ratificado, em 12 de dezembro de 2015, pelas 

195 partes da Convenção - Quadro das Nações Unidas sobre Mudança do Clima 

(UNFCCC) e pela União Europeia, durante a 21ª Conferência das Partes (COP21). Um 

dos objetivos é manter o aquecimento global abaixo de 2ºC, buscando esforços para 

limitar o aumento da temperatura a 1,5°C acima dos níveis pré-industriais. O texto final 

determina no que diz respeito ao financiamento climático, que os países desenvolvidos 

deverão investir 100 bilhões de dólares por ano em medidas de combate à mudança do 

clima e adaptação em países em desenvolvimento (ONU BRASIL, 2019). 

Isso tem despertado interesse nas pesquisas e na exploração das diversas vias de 

obtenção de biocombustíveis, porém, a grande demanda mundial de energia faz com que 

a eficiência das tecnologias, empregadas para produzir energia de forma renovável, deva 

ser alta, para se evitar efeitos contrários, como por exemplo, desmatamento ou 
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desperdícios energéticos. O etanol, uma vez que o Brasil é autossuficiente na produção 

desse tipo de álcool, e o biodiesel podem vir a ser fontes alternativas e economicamente 

promissoras para esse fim. (RICHMOND, 2004; TEIXEIRA; MORAILES, 2008; MENG 

et al., 2009; MONTERO; ARISTIZÁBA; REINA, 2011). 

No biodiesel, mais de 80% do custo final de produção é decorrente da matéria-

prima (CÁRDENAS, 2013). Com o objetivo de mudar esse cenário, nos últimos anos, as 

microalgas estão sendo visadas como fonte alternativa e economicamente viável para a 

produção de biodiesel. Os óleos encontrados nas microalgas possuem características 

físico-químicas similares aos óleos vegetais (FAO, 1997), e os biocombustíveis obtidos 

a partir dos óleos microalgais têm um retorno energético muito mais elevado do que 

outros biocombustíveis e atendem simultaneamente tanto as questões ambientais como 

de demanda e produção, devendo, por isso, ser a única fonte de biodiesel que tem 

potencial para substituir completamente o diesel.  (GROOM et al., 2008).  

Entretanto o seu custo de produção atualmente é de 4 a 10 vezes maior do que os 

combustíveis derivados de petróleo e do biocombustível proveniente das plantas 

oleaginosas. Contudo, as microalgas têm um rápido crescimento apresentam elevada 

produtividade de óleo/hectare-ano, podendo produzir até 30 vezes mais quantidade de 

óleo por unidade de área de terra quando comparadas às plantas terrestres (HUNTLEY; 

REDALJE, 2007; COLEMAN; ROSEN; SCHWARTZBACH, 1988).  

Outro fator importante é o fato de sua colheita não seguir o regime de safras, não 

requer o uso de herbicidas ou pesticidas, pois apresentam uma ampla tolerância a fatores 

ambientais extremos e a possibilidade de serem cultivadas de maneira intensiva, mesmo 

em condições adversas (RODOLFI et al., 2009); WILLIAMS et al., 2009; KURANO et 

al. 1995). Os sistemas de cultivo podem ser montados em áreas impróprias para a 

agricultura e os cultivos podem ser desenvolvidos em água marinha, de estuários, ou em 

água proveniente de diversos processos de produção agropecuária, industrial, dejetos 

domésticos etc. ( DARZINS; PIENKOS; EDYE, 2010). 

 

3 OBJETIVO GERAL  

Avaliação de um sistema de cultivo com um mix de fotobiorreatores tubular e de 

placas paralelas, para produção de biomassa de microalgas com alto teor de lipídio 

utilizando meio de cultura alternativo. 
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3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Selecionar a espécie de microalga do banco de cultura de microalgas do 

LARBIM/UFPB potencialmente produtoras de lipídios e outros co-produtos de 

interesse biotecnológico, com a finalidade de avaliar a viabilidade do cultivo em larga 

escala em condições ambientais do Nordeste brasileiro. 

• Estudar, modificar e aprimorar o design (protótipo) e o layout (posicionamento e 

equipamentos pertencentes ao sistema), dos fotobiorreatores para a melhor produção 

de biomassa e  menor custo energético. 

• Monitorar o desenvolvimento dos cultivos por medidas de fluorescência “in vivo”, a 

fim de definir a cinética de crescimento e posteriormente comparar estes resultados 

com o crescimento em nível laboratorial. 

• Analisar a produtividade em termos de produção mensal de biomassa. 

 

4 REFERENCIAL TEÓRICO 

4.1 MICROALGAS 

As microalgas são organismos unicelulares ou coloniais fotossintéticos que estão 

naturalmente presentes em diferentes ambientes aquáticos ou úmidos, incluindo rios, 

lagos, oceanos e solos. As cianobactérias estão incluídas nessa definição, mesmo sendo 

organismos procariontes.( BERTUCCO; DOMENICALI; TERCERO 2014; GHOSH et 

al., 2016; GONÇALVES; PIRES; SIMÕES, 2016; TERCERO). Historicamente o 

primeiro registro acerca do cultivo de microalgas deve-se ao alemão Ferdinand Cohn em 

1850, que manteve viva, em seu laboratório, uma clorofícea flagelada de água doce, 

pertencente ao gênero Haematococcus. No entanto, os primeiros estudos experimentais 

abordando aspectos do cultivo de microalgas devem-se a Famintzin em 1871, e o primeiro 

cultivo monoespecífico de Chlorella vulgaris (clorofícea) foi obtido por Beijerinck em 

1890 (MARTINS, 2014).  Ainda hoje a Chlorella ocupa o primeiro lugar no uso 

comercial desses microrganismos. Na figura 1 está representadas algumas espécies de 

microalgas. 
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Figura 1: Algumas espécies de microalgas. 

 
Fonte: LARBIM/ UFPB, 2019. 

 

O interesse principal nesses dois grupos de organismos fototróficos reside na sua 

utilização potencial para a produção de biomassa para alimentos, rações e produtos químicos 

finos usando a energia solar. Devido a sua capacidade de adaptação, desenvolvem se nos 

habitats mais variados, crescendo prioritariamente em suspensão de soluções líquidas 

(BARSANTI; GUALTIERI, 2014). Podem ser encontradas em água doce e água do mar, 

oceanos profundos, costões rochosos, ambientes ácidos, alcalinos e inclusive fora de 

ambientes aquáticos, como no gelo e em areia de desertos (TEBBANI et al., 2014), 

conferindo a esse grupo de microrganismos uma imensa versatilidade metabólica (DIVA; 

ARNALDO, 2014). Na grande maioria dos habitats apresentam função principal de 

produtores primários de cadeia alimentar, por conta do processo fotossintético (LEE, 1999).  

   

4.2 METABOLISMO 

Inúmeros fatores influenciam o crescimento de microalgas: fatores abióticos, 

como luz (qualidade, quantidade), temperatura, concentração de nutrientes, nitrogénio 

(N), fósforo(P), silício(Si), vitaminas, metais, O2, CO2, pH, e salinidade; fatores bióticos, 

como competição por patógenos (bactérias, fungos, vírus, mais frequente em cultivos não 

salinos) e por outras algas; fatores operacionais, tais como o cisalhamento produzido pela 

mistura, a taxa de diluição, a penetração de luz, a frequência de colheita e a adição de 
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fontes de carbono orgânicas e inorgânicas (bicarbonato) (BRENNAN; OWENDE, 2010; 

MATA et al., 2010; CHISTI, 2007). 

Fatores de estresse não só afeta a fotossíntese e a taxa de crescimento das algas, 

mas também influenciam a atividade do metabolismo celular e a composição lipídica 

Visviki; Santikul, (2000). Diversas condições de estresse, limitação de nutriente Morales-

Sánchez et al., (2013); Devi et al, (2013); Chandra et al., (2014), salinidade Kalita et al., 

(2011); Venkata Mohan; Devi, (2014). Tem sido utilizada para aumentar o teor de lipídios 

durante o cultivo de microalgas. Tanto a temperatura como o estresse físico pode 

desempenhar um papel significativo no metabolismo de algas especificamente para 

síntese lipídica (JUNEJA et al., 2013).  

Para alcançar maior produtividade nos cultivos de microalgas, e que esses sejam 

rentáveis, é de vital importância a seleção adequada do modo de cultivo. Os três principais 

modos de produção podem que ser utilizados, são chamados como autotrófico, 

heterotrófico e mixotrófico Perez-Garcia; Bashan, (2015). No cultivo autotrófico, mais 

especificamente, fotoautotrófico, e mais comumente utilizado, as células obtêm energia 

da luz e o carbono do 𝐶𝑂2  do ar, produzindo então, através da fotossíntese, suas 

biomoléculas: polissacarídeos, proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos (JIANG, L.; LUO, 

S.; FAN, X.; YANG, Z.; GUO, R.; CHEN et al., (2011). O crescimento heterotrófico faz 

utilização apenas de compostos orgânicos como fonte de carbono e energia, desta forma 

não precisam de luz para o desenvolvimento, seu crescimento é um processo aeróbio, 

onde a assimilação do substrato orgânico gera energia  através da fosforilação oxidativa 

acompanhado pelo consumo de oxigênio como receptor de elétrons final. Já mixotrófico 

utilizam simultaneamente carbono inorgânico e orgânico como fonte de carbono na 

presença de luz, sendo a fotossíntese a  principal fonte de energia, embora compostos 

orgânicos e CO2 sejam ambos essenciais. (MARIANO et al; 2010 PEREZ-GARCIA; 

BASHAN, 2015; WANG, 2008; MATA et al., 2010). 
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Figura 2. Esquema do metabolismo de microalgas. 

 
Fonte: Mariano et al; (2010) 

 

4.3 REPRODUÇÃO 

Um dos aspectos mais importantes no estudo de algas é a existência de padrões 

reprodutivos marcantes e bastante variados entre os grupos de algas (LOURENÇO, 

2006). A divisão celular das microalgas procariotas pode ocorrer por meio de fissão 

binária, com a constrição de todas as camadas da parede que crescem para dentro, ou 

invaginação da membrana plasmática e da camada de peptidoglicano, sem o 

envolvimento da membrana externa. A divisão celular pode também ocorrer por fissão 

múltipla, levando à formação de esporos internos. Cianobactérias também se reproduzem 

por fragmentação (hormogônia). Apesar de as cianobactérias não apresentarem 

reprodução sexuada evidente, recombinação genética por transformação ou conjugação 

pode ocorrer (RICHMOND, 2004).  

No caso de espécies unicelulares, a reprodução vegetativa se manifestar por meio 

de divisão binária (LOURENÇO, 2006). O ciclo celular em algas eucarióticas envolve 

duas fases: mitose e interfase. Durante a interfase, a célula cresce e todos os constituintes 

celulares aumentam em número, de modo que cada célula filha vai receber um conjunto 

completo da molécula de DNA replicado e cópias suficientes de todos os outros 

constituintes e organelas. Durante a mitose, a divisão nuclear ocorre. O crescimento 

microbiano é influenciado por várias condições químicas e físicas. À medida que a 

concentração de substrato ou outros fatores tornam-se limitante, ou metabólitos tóxicos 

acumula, a taxa de crescimento diminui.  
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Na fase de crescimento, muitas vezes ocorre à produção de metabólitos 

secundários. Contanto que haja um consumo de material de armazenamento, o organismo 

permanece viável. Quando a energia não é mais produzida para a manutenção da célula, 

esta morre. Em alguns casos, esse processo é acompanhado pela formação de esporos ou 

estruturas semelhantes, que podem sobreviver e superar as condições adversas que darão 

origem a novos indivíduos quando as condições favoráveis são retomadas (RICHMOND, 

2004). A curva de crescimento (Figura 3) de uma espécie de microalga é compreendida 

pelas fases: lag, onde não há crescimento, mas uma adaptação da microalga ao meio de 

cultura; fase de crescimento (ou log ou exponencial), onde ocorre a maior taxa de 

crescimento; fase estacionária, na qual a taxa de crescimento é igual à taxa de 

mortalidade; e a fase de declínio, que devido à falta de nutrientes não ocorre crescimento 

(MARIANO, 2011). 

 

Figura 3: Fases do crescimento celular. 

 
Fonte: MARIANO et al; (2011). 

 

4.4 FOTOSSÍNTESE 

A fotossíntese representa um processo único de conversão de energia luminosa 

em energia química. Nesse processo, os compostos  inorgânicos e fótons de luz são 

convertidos em matéria orgânica por organismos fotoautótrofos. O processo de 

fotossíntese oxigênica é uma reação redox que acontece nos cloroplastos, especialmente 
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na membrana tilacóidal, que se dá pela absorção de luz pelas clorofilas: Caratenoides, e 

em alguns casos ficobilinas (os sistemas de antenas), onde CO2 e água são convertidos a 

carboidratos e oxigênio. A conversão é tradicionalmente dividida em duas etapas, as 

assim chamadas de fase clara e fase escura. Na fase clara, que ocorre nas membranas 

fotossintéticas, os fótons de luz são convertidos em energia química gerando um redutor 

bioquímico, NADPH2, e um composto de alta energia, o ATP (Figura 4). Na fase escura, 

que ocorre no estroma, NADPH2 e ATP são utilizados na redução bioquímica sequencial 

de dióxido de carbono em hidrocarbonetos (CROCE; AMERONGEN et al., 2011, MUH 

et al.,  2012) .  

 

Figura 4: Principais produtos das reações nas fases clara e escura da fotossíntese. 

 

 

Adaptado de HalL e Rao, 1998. 

 

Luz incidente (como quantum de luz, hv) é absorvida pelos pigmentos associados 

aos fotossistemas II e I (PSII e PSI), a energia de excitação é transferida de forma eficiente 

e rápida dentro da antena, até atingir os centros de reação (RCs). No PSII o quantum de 

energia leva a fotoquímica (ou seja, a separação de carga), que dá origem a um elétron no 

lado reduzido e a uma carga positiva no lado do doador do PSII. No lado do doador do 

PSII, um co-fator de manganês extrai os elétrons da água em uma reação de quatro etapas, 

liberando O2 e prótons no lado do lúmen da membrana tilacoidal. O elétron no lado 
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reduzido é transferido ao aceptor plastoquinona (PQ). A redução total da PQ a PQH2 

precisa de dois elétrons e é acompanhada pela entrada de dois prótons desde o estroma 

do cloroplasto. PQH2 se difunde através da membrana tilacoidal e transfere os elétrons 

ao citocromo b6f (cytb6f), e consequentemente prótons ao lado do lúmen.  A força motriz 

do próton (pmf), isto é, o gradiente do pH (∆pH) mais o potencial da membrana (∆Ψ), 

que é construído através da membrana tilacoide durante o transporte de elétron 

fotossintético (PSET)  é usada na transferência cíclica de elétrons através do complexo 

b6f, o ciclo Q, contribui com a translocação de prótons adicionais através da membrana, 

incrementando a força motriz de prótons. A absorção da luz pelo PSI resulta numa 

segunda reação de separação de carga que também libera um elétron no lado redutor e um 

oxidante no lado do PSI oxidado. Elétrons fluem do complexo cytb6f, reduzindo a carga 

separada do lado oxidado do PSI, em tanto os elétrons liberados pelo lado reduzido do 

PSI são transferidos a um transportador solúvel, ferredoxina (Fd). Sob as condições de 

fotossínteses aeróbias, a Fd reduzida é responsável pela conversão de NADP+ (fosfato de 

dinucleotídeo de nicotinamida e adenina) a NADPH no estroma do cloroplasto, reação 

catalisada pela enzima ferredoxina NADP-oxidoreductase (FNR). O NADPH é usado 

como agente redutor nas reações escuras de fixação de CO2 e armazenamento de energia 

solar na forma de carboidratos e amido (Figura 5). Simultaneamente, a força motriz 

gerada pela translocação dos prótons acoplada à transferência de elétrons fotossintéticos 

é transformada em ATP pela enzima ATPase. Isso fornece a energia para fixar CO2 assim 

como outros consumidores de ATP na microalga. (CROCE; VAN AMERONGEN, 2011, 

MUH; GLOCKNER; HELLMICH; ZOUNI, 2012, RABINOWITC; GOVINDJEE 

1969). 
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Figura 5: Esquema do processo de fotossínteses. 

 
Fonte: SONG et al; (2014). 

 

4.5 MEDIDAS DE CRESCIMENTO CELULAR 

Microalgas podem crescer rapidamente em cultivo e, à medida que se 

desenvolvem diversos processos metabólicos ocorrem e podem  acarretar alterações nas 

propriedades químicas das microalgas ou mesmo em sua caraterística morfológica (por 

exemplo, alterações de biovolume celular). Para avaliar o desenvolvimento de 

microalgas, é essencial que o crescimento das populações em cultivo seja acompanhado 

para determinar o momento ótimo para coleta e utilização da biomassa formada. Seu 

desenvolvimento pode ser acompanhado por contagem de células, densidade ótica, 

fluorescência in vivo, quantificação do peso seco da biomassa, concentração de 

pigmento, principalmente clorofila a. (LOURENÇO, 2006) 

 

4.5.1 Contagem direto por microscópio  

É a técnica mais simples usada para quantificar o número de células algália 

presente em determinada unidade de volume. Para microalgas, Câmara de Fuchs-

Rosentchal e um microscópio óptico completo é essencial pra proceder a contagem, 

sendo dotado de capacidade de aumento, em vários casos, de pelo menos 400X. Nas 

contagens em microscópios, geralmente a densidade de indivíduos é expressa como 

número de células por mililitro de cultivo (Cel/ml). Pela contagem outros parâmetros 

auxiliares podem ser contemplados como avaliação da morfologia das células, 
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percentagem de células em divisão e o seu tamanho. Acompanhamento do crescimento 

de microalgas em intervalos regulares por meio de contagem permite também 

caracterizar diferentes fases de crescimento, determinar o ritmo de desenvolvimento e 

até mesmo prever a densidade de célula que deverão ser atingidas em certo intervalo de 

tempo (LOURENÇO, 2006). 

 

4.5.2 Cinética de crescimento de microalgas 

 Os parâmetros cinéticos de crescimento das microalgas são calculados na fase 

exponencial. Como, nessa fase, a velocidade específica de crescimento (μx) é máxima, 

ela passa a ser chamada velocidade específica de crescimento máximo (µmáx). Segundo 

Lourenço (2006), a velocidade de crescimento apresenta uma variação diretamente 

proporcional à concentração X, isto é: a partir da Equação 1, a velocidade específica do 

crescimento máximo (µmáx) foi determinada, assim como segue: 

 

Onde:  

é a velocidade do crescimento microalgal 

X - concentração de células (Cel.ml-1) 

t - tempo de cultivo (h-1 ) 

Integrando-se a Equação 1, tem-se: 

 

 

A fase exponencial também é caracterizada pelo tempo de 𝑡𝑔, que é o tempo 

necessário para duplicar o valor da concentração celular. Nesse sentido, a Equação (4) 

pode ser tomada da seguinte forma: 
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Logo, o valor de  𝑡𝑔 pode ser obtido da seguinte equação: 

 

 

De acordo com a Equação 4, observa-se que o tempo de geração é inversamente 

proporcional à velocidade máxima do crescimento da célula. 

 

4.6 FATORES QUE INFLUENCIAM NOS CULTIVOS  

O desenvolvimento das fases de crescimento das microalgas depende de vários 

fatores limitantes, sendo eles químicos, físicos e biológicos, tais como: o PH, a 

luminosidade, as taxas de aeração, salinidade, a temperatura e nutrientes.  

 

4.6.1 Temperatura  

A temperatura é um dos fatores que mais afetam a taxa metabólica dos 

organismos. Por isso, a temperatura do ambiente deve ser escolhida em função das 

necessidades das espécies presentes e da finalidade dos cultivos. É interessante que a 

temperatura seja constante nos cultivos de microalgas, visando a uma melhor 

estabilidade, reprodutibilidade e previsibilidade nos experimentos (LOURENÇO, 2006). 

A porcentagem lipídica é fortemente afetada pela temperatura, dependendo da espécie, 

ao aumentar a temperatura observa-se o aumento no teor de lipídeos (VERMA et al, 

2010). Microalgas da espécie Chlorella são boas produtoras de lipídeos quando cultivadas 

a temperaturas entre 25 a 30°C, embora sejam capazes de crescer em temperaturas a partir 

de 16°C (SUALI; SARBATLY, 2012). 

 

4.6.2 Luminosidade 

A iluminação é um dos pilares do cultivo de microalgas, visto que as microalgas 

são seres fotossintetizantes, a influência da luz no desenvolvimento das microalgas está 

relacionada ao fotoperíodo (tempo de exposição à luz) e à intensidade luminosa. Em 

cultivos fotoautotróficos, a quantidade de energia luminosa recebida pelo sistema 

fotossintético será a quantidade de carbono que pode ser fixado, determinando 

consequentemente à produção de biomassa e à taxa de crescimento das culturas 

microalgais (DERNER, 2006; LOURENÇO, 2006). O cultivo sob altas intensidades 

luminosas é responsável por dois fenômenos prejudiciais: a foto-oxidação, que tem 
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efeitos letais para as células, podendo levar à perda total da cultura e a fotoinibição, 

provocando um decréscimo no rendimento máximo do crescimento, que também pode 

ocorrer sob intensidades luminosas moderadas se a taxa fotossintética estiver limitada por 

fatores estressantes, como baixas temperaturas (SAMUELSSON et al., 1985). No cultivo 

de microalgas, a demanda por luz aumenta com o passar do tempo. Dessa forma, uma 

correta suplementação de luz é necessária para um crescimento adequado das microalgas. 

Uma alta suplementação luminosa na fase inicial de crescimento pode causar fotoinibição 

(SOARES, 2010). 

 

4.6.3 Aeração 

A aeração dos cultivos, também é um fator limitante, pois impede que as células 

sedimentem, mantendo-as em suspensão. Ajudando para um melhor contato entre as 

células e os nutrientes. Além disso, o sistema permanece homogêneo e todas as células 

são expostas as mesmas condições de cultivo. Essa aeração pode ser realizada por um 

sistema de agitação mecânico (pás) em sistemas abertos, sistema de bombas recicla e 

distribuição de bolhas pelo reator fechado. Com a aeração de um gás contendo CO2 

podemos controlar as concentrações de CO2 no reator fechado, assim como o pH visto 

que CO2 + H2O = H2CO3 acidificando o meio.  

A aeração também ajuda no processo de respiração microbiana, deixando o meio 

homogêneo facilita a dissociação do O2 no meio facilitando a troca de gases do 

microrganismo com o meio. (RATUSZNEI, 2001). A otimização da produtividade de 

biomassa microalgal requer um fluxo turbulento. No entanto, se este fluxo produzido pelo 

bombeamento for muito alto, pode causar um estresse hidrodinâmico, que resulta em dano 

celular (cizamento) (SOARES, 2010). 

 

4.6.4 Nutrientes 

Um dos pilares fundamentais do cultivo de microalgas é o conhecimento dos 

nutrientes necessários a seu desenvolvimento. Sendo esses divididos em: macronutrientes 

(carbono, nitrogênio, oxigênio, hidrogênio, fósforo, cálcio, magnésio, silicato, enxofre e 

potássio). Dentre os macronutrientes, o nitrogênio é extremamente importante para as 

algas por ser componente fundamental de classes de substâncias estruturais das células, 

como ácidos nucleicos e proteínas. A deficiência de nitrogênio no meio de cultivo tende 

a afetar a síntese e acúmulo de lipídeos totais nas células microalgais (VERMA et al., 

2010). Assim como o nitrogênio, o fósforo é considerado um dos principais elementos 
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limitantes às microalgas, estando associado em todos os processos que envolvem trocas 

energéticas nas células, como síntese de ATP, açúcares fosfatados, ácidos nucléicos e 

fosfoenzimas (LOURENÇO, 2006).  

Entre os macronutrientes, o carbono é considerado o mais importante, uma vez 

que constitui ao redor de 50% da biomassa microalgal, compondo todas as substâncias 

orgânicas sintetizadas pelas células. O    𝐶𝑂2   absorvido e utilizado, é a principal fonte 

de carbono para o crescimento fotossintético, autotrófico, das algas (RICHMOND, 1990; 

GALVÃO et al., 2013). Apesar da composição elementar das células de microalgas variar 

de acordo com as condições de crescimento e com a espécie, a equação estequiométrica 

para geração de biomassa pela via fotoautotrófica pode ser, em média, descrita como 

(COPLIN, 2012): 

 
Portanto, a razão molar dos principais nutrientes (carbono, nitrogênio e fósforo) 

para geração de um mol de biomassa pode ser considerada em média como C106:N16:P1. 

A partir dessa razão, observa-se a grande demanda de carbono na produção de microalgas, 

aproximadamente 50% em massa da biomassa seca, e a importância do seu fornecimento 

para o meio líquido, seja pela transferência de CO2 através de interface gás-líquido ou 

pela adição de sais de bicarbonato.  Sabendo que a concentração de CO2 no ar atmosférico 

é tão baixa de 0,04% (v/v), traduz uma transferência de uma quantidade de CO2 para o 

meio líquido de cultivo também (RICHMOND, 1990; GALVÃO et al., 2013;COPLIN, 

2012). 

Considerando que a concentração de  𝐶𝑂2  (g) fornecida aos cultivos de 

microalgas não reflete necessariamente a quantidade de   𝐶𝑂2 dissolvido no meio de 

cultivo. Isto porque, a transferência desse gás para o meio líquido é afetada por fatores 

como pH( relação inversa), temperatura, tempo de residência do gás no interior do 

biorreator e configurações dos difusores. Pode-se afirmar que o crescimento das 

microalgas comumente encontra-se limitado por esse composto (NELSON, 2014). A 

suplementação do cultivo com uma atmosfera enriquecida com CO2 é uma prática 

amplamente utilizada para aumentar as velocidades de crescimento de biomassa 

(COPLIN, 2012). 
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4.6.5 pH 

Em adição a temperatura, o pH é certamente o fator que mais afeta a distribuição 

de microalgas. A maioria das microalgas são tolerantes a grandes variações do pH. Em 

geral, microalgas eucarióticas de água doce preferem ambientes levemente ácidos (pH 5-

7), enquanto cianobactérias preferem ambientes levemente alcalinos (pH 7-9) 

(ANDERSEN, 2005; BERENGUEL, 2004.). O pH do meio de cultivo determina a 

solubilidade de  CO2  e dos minerais, bem como a distribuição das forma inorgânicas de 

carbono, influenciando direta e indiretamente no metabolismo das microalgas 

(ARREDONDO–VEGA; VOLTOLINA, 2007).  

O incremento do pH em cultivos fotossintéticos ocorre devido à atividade 

biológica das células que produz uma redução no conteúdo de carbono inorgânico 

dissolvido através do consumo necessário ao crescimento celular, forçando um 

deslocamento do equilíbrio carbonato-bicarbonato no sistema tampão. Além disso, o pH 

do meio de cultivo irá determinar as formas de carbono inorgânico (CO2, CO3-2 ou 

HCO3-) dissolvida na fase líquida (CUARESMA et al., 2006). Segundo Lee et al., 2004 

a elevação do pH em cultivos fotossintéticos é um indicador do consumo de carbono 

inorgânico devido ao crescimento celular. 

 

4.7 SISTEMAS DE CULTIVO 

Quanto aos sistemas de cultivo fotoautotróficos, de modo geral, existem duas 

categorias principais: lagoas abertas (raceways) e fotobiorreatores fechados. 

 

4.7.1 Sistemas Abertos ou raceway 

Nos sistemas abertos (em relação a atmosfera), que compreende lagoas naturais e 

tanques artificiais, utilizam a luz solar e o CO2 da atmosfera, e que caracterizam também 

por uma baixa relação entre a superfície iluminada e o volume do tanque de cultivo (S/V), 

atualmente é responsável majoritária pelo mercado da biomassa produzida. Esses 

sistemas, embora apresentem menor produtividade, ainda são preferidos em função dos 

menores custos de instalação e manutenção, apresentando uma variedade de formas e 

tamanhos possíveis, sendo o tipo comumente usado o raceway (tipo pista de corrida). 

Pelo fato de nenhum material transparente ser necessário na construção de tanques 

abertos, uma gama muito ampla de materiais pode ser empregado. Esses tanques são 

também de manutenção relativamente fácil, uma vez que se tem acesso livre para realizar 

a limpeza do biofilme que se acumula sobre as superfícies. A principal desvantagem dos 
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sistemas abertos é que ocorre evaporação da água a uma taxa similar às culturas terrestres 

e, também, são mais suscetíveis à contaminação por espécies indesejáveis. ( MENG, 

2009, PIGNATI  et al., 2017). 

 

Figura 6: Reservatórios abertos ( raceway). 

 
Fonte: LARBIM/UFPB 

 

4.7.2 Sistemas fechados ou fotobiorreatores 

O termo “fechado” diz respeito ao menor contato com o ambiente externo que 

estes sistemas apresentam em relação aos tanques. Os sistemas fechados são comumente 

denominados fotobiorreatores e geralmente são utilizados para produção em larga escala, 

gerando produtos de alto valor comercial. A vantagem comparativa desses sistemas em 

relação aos sistemas abertos é a obtenção de maiores produtividades de biomassa 

microalgal, bem como a possibilidade de maior controle das condições de cultivo.  

Os sistemas fechados (com elevada relação entre a superfície iluminada e o 

volume da cultura), diz respeito ao menor contato com o ambiente externo que esses 

sistemas apresentam em relação aos tanques, são comumente denominados 

fotobiorreatores e geralmente são utilizados para produção em larga escala, gerando 

produtos de alto valor comercial. A vantagem comparativa desses sistemas em relação 

aos sistemas abertos é a obtenção de maiores produtividades de biomassa microalgal, 

permite o controle das condições hidrodinâmicas da cultura, a redução do risco de 

contaminação por microrganismos indesejáveis, diminui o consumo de água, e apresentar 

elevada capacidade de fixação de CO2, bem como a possibilidade de maior controle das 

condições de cultivo.  
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Os fotobiorreatores são classificados em “tubulares” e “planares”, de acordo com 

a geometria do compartimento que encerra a cultura. Assim, são constituídos de tubos ou 

placas de material transparente à luz visível. (TEBBANI, 2014; UGWU 2008). Nome dos 

três autores  

 

Figura 7: Sistemas de cultivo de microalgas: (a) fotobiorreator tubular inclinado; (b) fotobiorreator de 

tubular vertical (c) fotobiorreator tubular horizontal e (d) fotobiorreator de placas. 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

Fonte: BITOG et al., 2009 (A), LARBIM/ UFPB (B),  BITOG et al., 2009 (C),  BITOG et al., 2009 (D). 

 

5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 ESPÉCIE SELECIONADA PARA O CULTIVO NO FOTOBIORREATOR 

A microalga selecionada para este estudo foi Selenastrum gracile (Figura 8), uma 

clorofícea de água doce isolado do reservatório de Gramame-Mamuaba, PB, mantido em 

cultivo monoespecífico no banco de cultivo de microalgas do Laboratório de Ambientes 

Recifais e Biotecnologia com Microalgas( LARBIM/UFPB) sob o código D458WC. Em 

experimentos prévios realizados em bancadas com essa espécie se constatou que ela 

cresce muito rapidamente, inclusive em meios alternativos de baixo custo, a exemplo de 

extrato de biocomposto de hortifrútis, e produz cerca de 23% de lipídios, valor esse 
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superior ao encontrado na soja. Além disso, a previsão das propriedades do biodiesel 

efetuada a partir das composições dos ácidos graxos dessa espécie, utilizando equações 

descritas na literatura, de acordo com PEREZ- GIMENEZ et al., (2018), incluindo índices 

de instauração das cadeias de ácidos graxos (ADU), valor do iodo (IV), viscosidade 

cinemática a 40º C, densidade, número de cetano (CN), ponto de entupimento do filtro a 

frio (PEFF) e poder calorífico (HHV) indicou que ela se mostra adequada para a produção 

de biodiesel. 

 

Figura 8: Selenastrum gracile Reinsch 1866 selecionada junto ao banco de cultura de microalgas do 

LARBIM/UFPB para o ensaio de produção de biomassa no fotobiorreator usando meio de cultura 

alternativo. 

 
Fonte: LARBIM/UFPB, 2019. 

 

5.2 MONTAGEM DO FOTOBIORREATOR TUBULAR EM ÁREA EXTERNA AO 

LARBIM: 

A preparação e montagem do fotobiorreator foi um trabalho artesanal que 

demandou tanto a aquisição de materiais (tubos, conexões, soldas, ferros etc.) no mercado 

local e na internet, com pesquisa de preços, inclusive visando reduzir custos. A instalação 

de sistema hidráulico de circulação e de aeração foi supervisionada pela equipe de 

pesquisadores do laboratório. A adaptação do espaço externo ao LARBIM onde foi 

montada a planta piloto com o mix de fotobiorreatores tem cerca de proteção, piso de 

concreto e uma casa de máquinas, toda essa obra de infraestrutura foi efetuada pela 

prefeitura Universitária da UFPB. 

O conjunto de fotobiorreator é composto por nove tubos de acrílico com 250 mm 

de diâmetro e dois metros de altura, tendo uma capacidade de 100L cada, e por duas 
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caixas containers de 1000L cada, resultando em uma capacidade de projeto de 2900L. 

Apesar de apresentar uma capacidade maior, o volume máximo estipulado é de 2000L 

(capacidade efetiva), pois durante a realização do cultivo é necessário uma regulação da 

temperatura e para isso um head space nos fotobiorreatores de 20 cm e nos tanques é 

necessário, sendo assim, de tempo em tempo os tubos são esvaziados para os dois 

containers visando permitir a mistura, equilibrando assim as temperaturas dos tubos com 

a temperatura das caixas. A parte estrutural do equipamento (skid) foram utilizados 12 

peças de andaimes de construção civil, ocupando uma área de 3 m de comprimento por 

1,5m de largura, tendo uma altura total de aproximadamente de 3,5 m. Para fazer o suporte 

da base de sustentação dos reatores tubulares, foram usados 10 caibros de madeira de 3,5 

m de comprimento por 4x5 cm de espessura. O skid foi instalado em uma base de concreto 

de 4x4m em uma área de constante insolação na UFPB.  

Na instalação hidráulica de circulação foram utilizados tubos de PVC de Ø50 mm, 

ligando as duas caixas, e Ø32 mm ligando as caixas às bombas centrífugas que fazem o 

recalque do meio de cultivo para os cilindros de acrílico, permitindo, assim, uma mistura 

em ciclo fechado. Na conexão dos canos de PVC com os tubos de acrílico foram 

utilizados galões de águas de 20L vedada com borracha de vedação de Ø150 mm. Os 

galões foram cortados ao meio, sendo que a parte superior foi utilizada na base dos tubos 

de acrílico e a inferior para fechar a parte superior dos tubos de acrílico. Cada ramal que 

liga os tubos de acrílico para a circulação tanto na parte superior como na parte inferior 

contém um registro individual, permitindo o controle da circulação de cada tubo, assim 

como um registro para cada caixa. Na aeração foram utilizados tubos de Ø60 mm da saída 

do soprador até o centro e na sua altura máxima  do fotobiorreator, a partir dele  foi   ligado 

a dois ramais com   tubos de Ø50 mm  que por sua vez foram conectados aos tubos de 

Ø32 mm  fazendo assim  a distribuição  para os  tubo de acrílico, cada um contendo o seu 

registro individual. 

 

  



Brazilian Journal of Development 
ISSN: 2525-8761 

37758 

 

 

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 37734-37777 apr 2021 

 

Figura -9 Diagrama esquemático preparado para subsidiar a montagem do fotobiorreator. 

 
Fonte: Pina, LCC, 2018. 

 

O soprador é da marca Aeromack CRE-04 com motor de 4 CV e indução trifásica 

de alto rendimento (85%). Nas conexões dos canos de circulação e de aeração foram 

utilizados 30 unidade de colas tubo PVC 75G, 2 joelhos de Ø60mm, 42 joelhos de 

Ø32mm , 20 T de Ø32mm, 7 T de Ø50 mm, 29 registro de Ø32mm, duas latas de resina 

de fibra de vidro, 2 m2 de manta de náilon, 10 pacotes de massa acrílica, 10 pacotes de 

durepoxi pastoso de  50g, e 11 registros (válvulas) de plástico. 

 

5.3 OTIMIZAÇÃO DO CULTIVO DA MICROALGA SELENASTRUM GRACILE 

VISANDO AUMENTAR A BIOMASSA PARA O ENSAIO NO 

FOTOBIORREATOR 

A otimização do cultivo de S. gracile foi efetuada partindo-se de balões de 250 

ml com meio de cultura preparado a partir de extrato de biocomposto hortifrútis 

suplementado por nitrato e fosfato.  O substrato obtido a partir do resíduo da 

biocompostagem de frutas e verduras realizada pela Empresa Paraibana de 

Abastecimento e Serviços Agrícolas - EMPASA, localizada na cidade de João Pessoa –

PB. O material cedido foi transportado, em sacos de náilon com capacidade para 50 kg, 

ao (LARBIM/UFPB), onde foi diluído em água, autoclavado, e filtrado. O resíduo sólido 
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foi descartado e o filtrado foi esterilizado para utilização na composição do meio  Erd-

Schreiber modificado (CALIXTO, 2016). O preparo desse meio alternativo teve como 

base o protocolo estabelecido por Gross (1937), que desenvolveu pela primeira vez um 

meio de cultura indefinido para microalgas marinhas, elaborado a partir de extrato de solo 

enriquecido com nitrato e fosfato. Esses meios indefinidos preparados com extrato de 

solo são derivados de formulações originais publicadas nos anos 1920 a 1930 e constitui 

a chamada ―família Erd-Schreiber.( LOURENÇO 2006). 

Os balões foram mantidos a 25º C ± 1º C em câmara de cultivo climatizada dotada 

de sistema de iluminação de aproximadamente 150 µmols.fótons.m2.s-1 com fotoperíodo 

de 12 horas. Decorridos cerca de 10 dias os balões já apresentavam uma cultura densa, 

sendo então transferidos para balões maiores de 6L de capacidade contendo o mesmo 

meio de cultura preparado com biocomposto e posteriormente para frascos mariotes de 

20 litros. A otimização ocorreu nas mesmas condições de luz e temperatura acima 

referidas, com aeração fornecida por um mini compressor de membrana RESUN AOC2. 

Após 20 dias os cultivos já se apresentavam bem concentrados, a notar pela intensa 

coloração verde (Figura 10), sendo nessa fase transferidos para o fotobiorreator. 

 

Figura 10: Cultivos otimizados de S. gracile em frascos mariotes de 20L prontos para serem transferidos 

ao fotobiorreator. 

 

1° Balões 250mm 

 

1° Balões 6L 

 

 1° Mariotes 20L 

Fonte: Fonte: Pina, LCC, 2018. 
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5.4 PREPARO DO FOTOBIORREATOR PARA RECEBER AS MICROALGAS 

INOCULADAS 

Procedeu-se, inicialmente, a lavagem dos tubos de acrílico e dos containers 

utilizando detergente neutro e uma lavadora de alta pressão. Em seguida foram feitas 

lavagens com água sanitária (água com baixa concentração de hipoclorito) deixando-a 

circular entre os tubos e os containers durante dois dias com o auxílio de uma bomba 

centrífuga. Depois, procedeu-se uma lavagem com água salina por um dia e finalmente, 

lavagem com água corrente. A água usada para receber o inocula ficou em repouso por 

três dias a fim de garantir a saída do excesso de cloro. Nessa ocasião adicionou-se ao 

fotobiorreator o meio de cultura preparado com extrato de biocomposto enriquecido com 

nitrato e fosfato, preparado conforme procedimento de Gross (1937). Por ultimo, 

procedeu-se a inoculação da cultura otimizada de S. gracile, numa concentração inicial 

de células da ordem de 20.000 células/ml, sendo nesse momento acionado o motor do 

soprador para garantir aeração do cultivo. 

 

5.5 MONITORAMENTO DO PH, DA TEMPERATURA, E DA ILUMINAÇÃO DOS 

FOTOBIORREATORES DURANTE O DESENVOLVIMENTO DO CULTIVO. 

A medição do pH foi feita diariamente durante todo o cultivo usando papel 

tornassol. A temperatura e a iluminação foram monitoradas a cada 5 minutos durante todo 

o cultivo, usando um Hobo data logger (https://www.hobodataloggers.com.au/) instalado 

nos tubos de acrílico e no interior dos containers.  

O cultivo foi monitorado usando parâmetros de crescimento, incluindo contagem 

celular em microscopia ótica usando câmaras de Fuchs-Rozenthal e medidas de peso seco 

realizados em dias alternados. Os resultados das contagens foram utilizados nos cálculos 

dos parâmetros cinéticos de crescimento, cujos valores foram obtidos a partir das 

equações fornecidas por Lourenço (2006). Nesses cálculos foram considerados a 

velocidade específica de crescimento (Max), o tempo de geração (tg), considerado o 

tempo necessário para duplicar o valor da concentração celular, e o k que corresponde à 

duplicação celular por dia de cultivo. Nas determinações do peso seco procedeu-se a 

filtração de volumes conhecidos de amostras do cultivo em triplicatas em filtro de fibra 

de vidro previamente secos em estufa e pesados. Os filtros com o material foram 

novamente secados e pesados, sendo os valores de peso seco obtidos a partir da diferença 

dos pesos finais menos iniciais, expressos em mg.L-1 de cultivo. Todas as amostras foram 

efetuadas em triplicata visando garantir segurança estatística. 
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5.6 ATIVIDADE FOTOSSINTÉTICA 

A eficiência da fotossíntese no nível fotossistema II (QY) assim como todos os 

outros transientes da fotossíntese da curva OJIP foram medidos quando o cultivo atingiu 

a fase exponencial, a cada hora, desde as 6h até as 18h, usando um fluorômetro AquaPen 

AP100 (Photon Systems Instruments, República Tcheca). Antes de cada medição as 

células foram adaptadas a 10 min no escuro para permitir a abertura de todos os centros 

de reação do fotosistema II (Strasser et al., 2000). Todas as medidas foram feitas em 

triplicata. Os resultados foram processados usando o software FluorPen ™ (Photon 

Systems Instruments, República Tcheca). 

 

6 RESULTADOS  

6.1 VARIAÇÕES DOS PARÂMETROS FÍSICOS E QUÍMICOS DURANTE O 

CULTIVO  

Nos containers a temperatura do cultivo variou de 23,9 o C a 35o C com média de 

28,3 oC e desvio padrão de 1,96 oC (N=3800 registros), sendo o maior valor registrado no 

dia 06/08/2018 às 14h0min19s, e a iluminação variou de 0,0 (zero) a 79.911,6 lux, com 

média de 10,1 lux e desvio padrão de 20,37 (n= 14 registros), sendo o maior valor 

registrado no penúltimo dia do cultivo. Já nos tubos de acrílico, a temperatura variou de 

41 o C a 22,5o C com média de 27,7 oC e desvio padrão de 3,04 oC (N=3802 registros), 

sendo o valor máximo registrado no dia 31/08/2018 (2º dia de cultivo), por volta das 13 

horas, e a iluminação variou de 0,0 (zero) a 187.379 lux com média de 3.666,6 lux e 

desvio padrão de 9.547,4 (n= 3802 registros), sendo o maior valor registrado no dia 

11/08/2018 (13º dia de cultivo) por volta das 11h23min (último dia do cultivo), sendo 

esse registro, no entanto, único. Picos de iluminação foram registrados também no dia 

10/08/2018, às 13h18min38s, com 68.889 lux (12º dia de cultivo) e no dia 08/08/2018 

(10º dia de cultivo) com valores entre 93.689 lux às 14:58min38s a 126.756 lux às 

14h53min38s. Todos os valores de “0,00” para intensidade luminosa são de registros 

noturnos registrado pelo sensor (Figura 4). 

Com o passar dos dias observou-se um aumento do pH do cultivo na fase 

exponencial do crescimento, mantendo-se na faixa entre 8,0 e 10,8. Análises da 

assimilação de CO2 durante o cultivo, conforme estava previsto no plano de trabalho 

original, não foi possível de ser realizada devido ao atraso  na montagem do fotobiorreator 

que inviabilizou a montagem dos sensores e do sistema de injeção de CO2. 
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Gráfico 1 - Variações da temperatura e da iluminação durante o desenvolvimento do cultivo no 

fotobiorreator. A: nos tubos de acrílico; B: nos containers. 
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6.2 DESENVOLVIMENTO DE S. GRACILE DURANTE O CULTIVO E 

PARÂMETROS CINÉTICOS DE CRESCIMENTO. 

O desenvolvimento de Selenastrum gracile no fotobiorreator pode ser visualizado 

na figura 5. Claramente se observa um crescimento muito rápido dessa espécie nas 

condições de cultivo em curso, a notar pela mudança de coloração nos tubos de acrílico, 

que se mostravam verde-claro no segundo dia após a inoculação e passaram 
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progressivamente a um verde escuro bem forte no sexto dia de cultivo, já na fase 

exponencial. 

O cultivo durou 14 dias e entrou em fase exponencial no segundo dia, 

permanecendo nessa fase até o 8º dia, aproximadamente. O inóculo inicial tinha em torno 

de 20.000 células.mL-1 e ao final do experimento, na fase estacionária, chegou à 

5.493.300 células.mL-1. Esse valor é considerado como o rendimento máximo do cultivo 

em termo de densidade celular. O peso da biomassa seca no decorrer do cultivo 

apresentou uma correlação linear com a densidade celular de 0,946 (Gráfico 2), indicando 

que tanto um quanto o outro podem ser utilizados para avaliar o desenvolvimento do 

cultivo no fotobiorreator. Ao final do cultivo a biomassa seca chegou a cerca de 20 mg.L-

1, sendo esse o rendimento final em biomassa. 

 

Figura 11 – Variações na intensidade do cultivo de S. gracile no fotobiorreator em 6 dias de cultivo 

 

2° dia 

 

4° dia 

 

6° dia 

Fonte: O Fonte: Pina, LCC, 2018. 

 

Gráfico 2 – Dados de peso seco x densidade celular para S. gracile cultivada no fotobiorreator em meio 

alternativo constituído a partir de bicomposto hortifrutis. 
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Os parâmetros cinéticos de crescimento de S. gracile na condição de cultivo do 

fotobiorreator forneceram valores variando de 0,05 a 1,27 — ou de 0,33 a 0,54 na fase 

exponencial — para a taxa de crescimento específico (µMax), de 0,55 a 13,32 — ou de 

1,28 a 2,1 na fase exponencial — para o tempo de geração (Tg), e de 0,07 a 1,81 — ou 

de 0,47 e 0,78 na fase exponencial — para o k (Gráfico 3). 

 

Gráfico 3- Parâmetros cinéticos de crescimento durante o cultivo de S. gracile no fotobiorreator: Max = ; 

Tg = e k =. 

 
 

6.3 ATIVIDADE FOTOSSINTÉTICA DE S.GRACILE DURANTE O CULTIVO 

O rendimento fotoquímico máximo do Fotossístema II (QY=FV/FM) 

determinados ao longo de um período de 12 horas na fase exponencial de crescimento de 

S. gracile cultivada no fotobiorreator evidenciou uma excelente eficiência fotossintética, 

com valores de Fv/Fm superior a 0,79. A redução observada nessa relação às 14 horas é 

decorrente de fotoinibição da fotossíntese devido ao pico de radiação solar observado às 

13 horas (Figura 7). Os maiores valores da atividade fotossintética foram registrados 

quando a temperatura era mais baixa, especialmente no período da manhã. O aumento da 

temperatura dos cilindros do fotobiorreator entre 13 e 16 horas resulta em diminuição da 

eficiência fotossintética do fotossistema II nesse período (Figura 8). 

 

  



Brazilian Journal of Development 
ISSN: 2525-8761 

37765 

 

 

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 37734-37777 apr 2021 

 

Gráfico 4 – Eficiência fotossintética de S. gracile (em azul) x intensidade luminosa (em vermelho) em 

cultivo realizado no fotobiorreator em meio alternativo de baixo custo. 

 
 

Gráfico 5 - Eficiência fotossintética de S. gracile (em azul) x temperatura em cultivo (em vermelho) 

realizado no fotobiorreator em meio alternativo de baixo custo 

 
 

A medição in vivo dos transientes de fluorescência da clorofila a, realizada com o 

intuito de avaliar o desempenho fotossintético de S. gracile na fase exponencial de cultivo 

no fotobiorreator, ao longo do dia, permitiu observar a dinâmica do transporte dos elétrons 

através dos transientes de fluorescência OJIP (Figura 9), evidenciando o mesmo padrão 

em todos os horários medidos, com menor amplitude de Fm nos horários de maior 

intensidade luminosa, particularmente entre as 13h e as 15 h. 
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Gráfico 6 – Variações nos transientes da fluorescência OJIP observadas ao longo do dia no cultivo de S. 

gracile em fotobiorreator, em meio alternativo de baixo custo. 

 
 

7 DISCUSSÃO GERAL 

Os dados obtidos nesta pesquisa indicam excelentes respostas de crescimento e 

produção de biomassa de S. gracile no fotobiorreator com o meio alternativo utilizado, 

elaborado a partir de extrato de biocomposto, sugerindo que esse tipo de meio 

seguramente pode ser utilizado para obtenção de biomassa de microalgas em múltiplas 

aplicações. Reconhecidamente, além do biocomposto hortifrutis outros resíduos 

agroindustriais e humano tem sido testado com (BOHUTSKYI, 2015; CALIXTO, 2016), 

efluente , efluentes de produção de celulose (OLSSOC, 2014), resíduos de produção de 

cerveja (FAROOQ et al., 2013), resíduos de processamento do óleo de palma (LEE, 

2004), etc., alguns com excelente resultado, com valores de biomassa produzida acima 

dos meios controle. O resultado obtido com S. gracile no fotobiorreator evidencia 

claramente ser possível utilizar esses tipos de meio de baixo custo para obter biomassa 

para inúmeras aplicações, favorecendo, ao mesmo tempo a minimização dos impactos 

ambientais decorrentes do descarte inadequado de alguns desses resíduos no ambiente.  

Selenastrum gracile apresentou excelente desenvolvimento durante o cultivo 

conforme demonstraram os parâmetros cinéticos de crescimento. A relação direta 

observada entre as medidas de peso seco e as contagens celulares, durante o 

desenvolvimento do cultivo, evidencia que as duas técnicas de monitoramento do cultivo 

no fotobiorreator podem ser adotadas com a mesma eficácia, muito embora a 

determinação do peso seco seja menos laboriosa. O rendimento máximo celular chegou 
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a 5.493.300 células.mL-1 e a biomassa seca a 19,69 mg.L-1, indicando um desempenho 

considerável. Considerando o volume total do cultivos,  a biomassa cultivada chegou a 

430 g. Esse valor se refere à uma área de cerca de 4,5 m2 que é a área ocupada pela planta 

do fotobiorreator. Realizando-se colheita da biomassa 10 vezes por mês, o que é 

perfeitamente possível, resultaria em 120 colheitas anuais. Projetando-se este valor para 

uma área de 1 hectare resultaria num rendimento de cerca de 116,8 tons.ha-1.ano-1 de 

biomassa seca, valor este que é cerca de 36 vezes maior do que a produtividade média da 

soja que é de 3,176 tons/ha/ano (PIGNATI et al., 2017). 

 As medidas de fotossíntese efetuadas com o mini PAM baseiam-se no fato de que 

fluorescência da clorofila in vivo tem sua origem preponderantemente no fotossintema II 

(PSII) e toda vez que uma amostra é adaptada a condições de escuro todos os centros de 

reação do PSII se abrem, de modo que o rendimento da fluorescência será mínimo (Fo) 

(SCHREIBER et al. 1986). Após aplicação de um pulso de luz saturante os centros de 

reação do PSII se fecham resultando em aumento da fotossíntese. A diferença nos valores 

de Fo e Fm é denominada de fluorescência variável (Fv) e através dela é possível 

determinar-se a eficiência máxima da luz pelo fotossintema II (Fv/Fm).  

A medida de OJIP, por sua vez, está associada ao fato de que após um período de 

adaptação no escuro, a maioria das moléculas QA se acha no estado oxidado (Fo), ocasião 

em que quase todas as unidades PSII ativas estão ―abertas. Durante a iluminação essas 

unidades são gradualmente reduzidas até o nível P ser alcançado, onde Fm é atingida 

quando todas as unidades PSII ativas estão ―fechadas‖ (DUYSENS; SWEERS, 1963). 

Desse modo, as inflexões da curva de indução da fluorescência da clorofila refletem 

mudanças na taxa de redução líquida da molécula de plastoquinona A (QA), que 

dependem da cinética das reações redox entre os vários componentes do transporte 

fotossintético de elétrons durante a fotossíntese. Isso permite com que o transiente OJIP 

possa ser utilizado como um monitor rápido dos lados do doador de elétrons e do receptor 

de elétrons nesses processos, segundo Strasser (2004). Na curva OJIP, apresentada numa 

escala logarítmica (STRASSER, 1991; STRASSER, 1992; BANNISTER, 1968), 

observa-se que as fases O-J, J-I e I-P da onda OJIP (até centenas de milissegundos) tem 

diferentes cinéticas, estando associadas ao entendimento de que o rendimento de 

fluorescência é controlado por um receptor de elétrons do PSII que também atua como 

um supressor ―Q‖ de fluorescência (AMESZ et al., 1978). Desse modo, evidencia-se que 

tanto a análise dos transientes da fotossíntese durante a curva OJIP quanto às medidas de 



Brazilian Journal of Development 
ISSN: 2525-8761 

37768 

 

 

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 37734-37777 apr 2021 

 

Fo/Fm são muito eficazes para acompanhar o estado fisiológico das microalgas cultivadas 

em fotobiorreatores como observado no presente estudo com Selenastrum gracile, e os 

efeitos das taxas de iluminação na resposta fotossintética das células cultivadas.  

No presente caso, S. gracile apresentou-se em excelentes condições fisiológicas 

durante todo o cultivo, a notar pelos elevados valores da eficiência fotossintética e das 

rápidas mudanças no gradiente OJIP ao longo do dia, dependentes da luz.  

Alguns autores têm observado valores da eficiência fotossintética em culturas de 

diatomáceas da ordem de 0,83 para Achnanthes longipes, 0,71 para Amphora hybrida, 

0,69 para Navicula mutica, entre 0,58 a 0,60 para A. coffeaeformis e 0,7 para 

Cylindrotheca closterium (RIJSTENBIL, 2003, FORSTER; MARTIN-JÉZÉQUEL, 

2005) em experimentos laboratoriais. Em diatomáceas considera-se que valores de Fv/Fm 

próximos de 0,7 sugerem que as células se encontram em condições fisiológicas ótimas 

RIJSTENBIL, (2003). No presente caso a eficiência da fotossíntese esteve acima de 0,79 

na maioria das vezes, exceto em uma condição de iluminação extrema quando se 

observou fotoinibição. Valores de Fv/Fm (acima de 0,70) também foram observados por 

CHEN et al. (2011) em cultura de Haematoccocus pluvialis (clorofícea).  

A redução de Fv/Fm observada por ocasião do pico de radiação solar às 13 horas 

está associado à uma reação de fotoinibição consequente ao desenvolvimento de 

mecanismos fotoprotetores associados aos pigmentos acessórios presentes na microalga 

estudada, induzindo, desse modo, o mecanismo de amortecimento não-fotoquímico 

mediante dissipação térmica. A rápida recuperação do rendimento quântico efetivo do 

PSII indica que a resposta de S. gracile sob elevadas intensidades luminosas certamente 

está associada à atividade do PSII visando com isso garantir que não ocorram danos 

fotossintéticos que possam reduzir a fotossíntese por longos períodos ( HENLEY et al. 

1992, OSMOND; GRACE, 1995; JONES; HOEGH-GULDBERG, 2001). Evidencia-se, 

desse modo, que a rápida recuperação de Fv/Fm está associada ao rápido mecanismo 

reversível fotoprotetor de dissipação de energia (Qe) que relaxa em poucos minutos e está 

associado ao gradiente transtilacoidal de pH (QUICK; HORTON 1984, MÜLLER et al., 

2001). 

 

8 CONCLUSÃO FINAL 

O cultivo da microalga Selenastrum gracile no fotobiorreator apresentou 

excelente desempenho, com fase exponencial de 8 dias e tempo de cultivo de 14 dias. 

Uma excelente relação foi observada entre a concentração celular e o peso seco da 
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biomassa algal , evidenciando que qualquer um desses parâmetros pode ser utilizado para 

monitorar as respostas de crescimento da espécie cultivada. O meio de cultura alternativo 

utilizado, preparado a partir de extrato de biocomposto hortifrútis, mostrou-se muito 

eficaz para o cultivo em massa dessa espécie, demonstrando ser possível desenvolver 

cultivos em massa com meios alternativos de baixo custo. A espécie cultivada apresentou 

excelentes condições fisiológicas durante todo o cultivo, evidenciadas pela elevada 

eficiência fotossintética ao longo do dia. Fotoinibição da fotossíntese foi registrada por 

volta das 13 horas quando ocorreu um pico extremamente elevado na taxa de iluminação, 

resultando numa diminuição da eficiência fotossintética. Evidenciou-se, também, que 

temperaturas mais elevadas, observadas a partir desse horário e até por volta das 15 horas, 

também reduzem a fotossíntese. 

 

9 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

• Variar parâmetros de cultivo como temperatura, sombreamento e disponibilidade de 

nutrientes (testar efluentes), visando uma situação de estresse para que a microalga 

acumule mais lipídeos.  

• Testar com outras espécies de microalgas de água doce e salina.  

• Fazer análise de carboidrato, lipídeos, ácidos graxos, antioxidantes das biomassas, a 

fim de agregar maior valor econômico. 

• Trabalhar a eficiência energética a fim de minimizar os custos com o consumo da 

energia e torná-lo ainda mais sustentável. 
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